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COST REDUCTION IN THE MICRO-PROPAGATION
OF SUGAR CANE (Saccharum spp.)
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Se desarrollaron estrategias para la disminucion de costos en la micropropagacion de cafia de azucar (Saccharum spp.),
iniciando con el establecimiento de un protocolo para su propagacion in vitro, a partir de meristemos apicales de la variedad
CP 94-1674 como primera fase y su escalamiento posterior en bioreactores de inmersion temporal y la implementacion de
Diodos Emisores de Luz (LED), como estrategias para disminuir los costos de produccion. La multiplicacion convencional
se hizo en medio Murashige y Skoog (MS) suplementado con un 1 mg L™ de 6-bencilaminopurina (BAP) y 3 mg L™*
de Acido 2,4-diclorofenociaceético; y para el escalamiento en Bioreactores de Inmersion Temporal se utilizo el medio
MS suplementado con 0.5 mg L~! de BAP. Se obtuvo una tasa de multiplicacion diez veces mayor que la propagacion
convencional con disminucion de 30% del medio de cultivo y 10% de mano de obra. Se implemento la utilizacion de luz

LED como estrategia para la disminucion en el consumo de energia eléctrica y costos en los materiales utilizados.

. Bioreactores de Inmersion temporal, Diodos Emisores de Luz, costos.

Strategies were developed to decrease costs of micro-propagation of sugar cane (Saccharum spp.), beginning with the
establishnment of a protocol for its in vitro propagation, from apical meristems of the CP 94-1674 variety as the first phase and
its later scaling in temporary immersion bioreactors and implementing of light-emitting diodes (LED), as strategies to reduce
production costs. The conventional multiplication was carried out in Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with
1mg L of 6-Benzylaminopurine (BAP) and 3 mg L~ of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid; and for the scaling in Temporary
Immersion Bioreactors, the MS medium supplemented with 0.5 mg L™ of BAP was used. A multiplication rate ten times
higher than conventional propagation was obtained, with a decrease of 30 7% of the cultivation medium and 10 % of labor.

The use of LED light was implemented as a strategy to decrease electricity consumption and costs of materials used.

- Temporary Immersion Bioreactors, light-emitting diodes, costs.
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( Micropropagacion de cafia de azucar

~ de azucar (Saccharum spp.) (Poaceae) es originaria
La Ca ﬂ a de Nueva Guinea (Alejandre-Rosas et al., 2010), y es
el cultivo primario a nivel mundial para obtener azlcar y otros subproductos,
tales como alcohol, alimento para ganado, abono organico, combustible,
pulpa, papel y tableros aglomerados (Salgado et al,, 2001; Guerrero, 1999 vy
Bongiovanni, 2008); su propagacion se realiza mediante estacas (partes de
tallos con yemas), y a pesar de ser el método mas utilizado, tiene como prin-
cipal desventaja, facilitar la dispersion de enfermedades que ocasionan péerdi-
das en el rendimiento (Diaz et al,, 2001), ademas de ser lentos y con baja tasa
de multiplicacion. Considerando que los productores requieren de una mul-
tiplicacion rapida, con suficiente cantidad y semilleros puros de nuevas va-
riedades, la micropropagacion es una herramienta util para la multiplicacion
masiva (Singh et al., 2001; Caamal-Velazquez et al., 2014). En la actualidad el
uso de Bioreactores se Inmersion Temporal (BIT) para la propagacion masiva
de plantas se ha vuelto habitual, sin embargo, hay factores que se deben
considerar antes de convertirlo en rutinario, tales como, los modelos RITA®,
BIOMINT®, CETIS®, entre otros. Utilizando los mismos principios se pueden
establecer BIT's domésticos y funcionales, como por ejemplo el desarrolla-
do por Escalona et al. (1999), que se implementa con materiales locales vy
costo menor al de los comerciales. Con el desarrollo y uso de iluminacion
LED en los laboratorios de micropropagacion, se ha comenzado a explorar
la respuesta de las plantas a la iluminacion LED, cuyas principales ventajas
es su alta durabilidad
(mas de 30,000 ho-
ras), marcada dismi-
nucion en el consu- Medio
mo energético (12 w ()
h™' promedio). Exis-
ten antecedentes en
orquideas (Abdullahil
et al, 2011), cafa de azucar (Gomes da rocha et al, 2013), ornamentales
(Wu y du Toit, 2012), entre otros cultivos. En este trabajo se demuestra que la
propagacion de plantas se aumenta en gran medida implementando la utili-
zacion de lamparas LED y los BIT, reduciendo costos de produccion.

6- bencilaminopurina
(2,4-D)

Este trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales
del Colegio de Postgraduados (COLPOS) Campus Campeche, ubicado en
Sihochac, Champoton, Campeche, México (19° 498" 068" N, 90° 546" 334"
0O). Se utilizaron apices de cafia de azucar de la variedad CP 94-1674, de
nueve meses de edad. El material vegetal fue procedente del Campo Experi-
mental del Colegio de Postgraduados Campus Campeche.

Mutltiplicaciéon convencional de brotes

Una vez que se registro la esterilidad de los explantes, se indujeron a la
generacion de brotes mediante siembra en frascos de vidrio de 250 ml con
30 ml de medio MS solido (Murashigue and Skoog, 1962), suplementados
con 30% de sacarosa, 1 mg L™ de 6-bencilaminopurina, 3 mg L™! de Aci-
do 2,4-diclorofenociacético y solidificado con 0.3% de Gellan Gum (Medio

Cuadro 1. Concentracion hormonal de los Medios de cultivos para la
induccion de brotes de cafia de azucar (Saccharum spp.).

Acido 24-diclorofenociacético

MCC, Cuadro 1), se sellaron e in-
cubaron por 30 dias en un cuarto
con fotoperiodo 16 h luz por 8 h
oscuridad a 252 °C. Los sub cul-
tivos se realizaron cada 30 dias
hasta obtener el numero de brotes
deseados. Para la realizacion de
los analisis respectivos se utilizaron
cuatro explantes por frasco con
cuatro repeticiones para tener un
total de 20 explantes, se realizaron
experimentos independientes para
la realizacion de los analisis corres-
pondientes.

Multiplicacién mediante Bioreac-
tores de Inmersién Temporal (BIT)
Con el objetivo de escalar la multi-
plicacion de brotes de cafa, se uti-
lizaron Bioreactores de Inmersion
Temporal (BIT); y como un paso
previo se sumergieron en medio MS
suplementado con 30% de Sacaro-
say 0.5 mg L™ de BAP
(MLH liquido) (Cuadro
1) por siete dias e incu-
baron con fotoperio-
do de 16 h luz por 8 h
oscuridad, a 25*2 °C.

Transcurrido el tiem-
po de adaptacion al medio liquido
se aplicaron los BIT's con medio
MLH liquido, utilizando dos tama-
fAos de brote y tres volumenes de
medio, los parametros fueron me-
didos a los 15 y 30 dias (Cuadro 2).
Para los BIT's se utilizaron frascos
de vidrio de 900 ml de capacidad
y para su uso se aplicaron las con-
diciones reportadas por Lorenzo et
al. (1998) quien recomienda inmer-
siones de un minuto y una aireacion
del mismo periodo con frecuencia
de seis horas.

Incubacion utilizando Diodos
Emisores de Luz (LED)

Los explantes en proceso de multi-
plicacion utilizando el medio MCC
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Cuadro 2. Establecimiento de tratamientos en el escalamiento de
multiplicacion de cafia de azucar (Saccharum spp.).

Longitud de Volumenes de medio (ml)

explante 200 300 400
(cm) Inicio inicio inicio

(Cuadro 1) Fueron sometidos a incubacion con 100%
iluminacion LED blanca, con picos de longitud de onda
460 y 560 nm y se utilizd como control la iluminacion
fluorescente, con picos de longitud de onda de 545-
610 nm, 36W. El sistema LED utilizado fue el modelo
5050-1M, con un controlador y fuente de poder de 12
Volts (Shendk Model SDK-0605); se utilizaron tres ex-
plantes por frasco de 500 mly se realizaron tres repe-
ticiones.

Enraizamiento de brotes de cafia de azucary
aclimatacion de plantulas

Los brotes obtenidos en la multiplicacion, fueron pues-
tos en Bioreactores de Inmersion Temporal, para formar
raices. Se utilizd medio MS liquido, con 20 g L™! de sa-
carosa, suplementado con 0.1 mg L™! de acido gibere-
lico, 0.002 mg L™ de &cido indolacético y 3.9 mg L™*
de acido indobutirico. Cada biorreactor contenia 400 ml
del medio de enraizamiento. Una vez que formaron rai-
ces las plantulas pasaron a aclimatacion, en cuya fase se
utilizaron las plantulas in vitro lavadas con una solucion
de3g L~! del fungicida Benomat® (VELSIMEX) y una so-
lucion de 3 g L™! bactericida Agri—mycin® 500 (Pfizer),
posteriormente fue-

ron sembradas en

todo el afio. En esta etapa se evalud su adaptacion ex
vitro y supervivencia.

Alinicio del establecimiento se obtuvieron ocho brotes 'y
callos de los apices utilizando el medio MCC, tomando
los apices como plantas madre, los cuales fueron utiliza-
dos para la implementacion de estos trabajos. Utilizando
el medio MLH a los 30 dias se logro la obtencion de un
promedio de cuatro brotes por explante, esto concuerda
con lo encontrado con Criollo-Chan (2014), quien utili-
zando un medio con BAP y 2,4-D obtuvo en promedio
tres brotes por explante de la variedad CP-94-1674. Pa-
rrefio (2012) reporta haber obtenido en promedio 10 bro-
tes por explante a partir de meristemos apicales, lo cual
indica estar en un rango medio de obtencion de brotes
de cafa. Una vez establecidos los apices se prosiguio al
establecimiento de la metodologia para la propagacion
mediante el uso de BIT's. La Figura 1 muestra los valores
de tratamientos realizados para el establecimiento del
metodo de propagacion utilizando BIT's; observando
que 400 ml de medio MLH son suficientes para multipli-
car 20 explantes cuando se utilizan frascos de 900 ml,
de la misma manera se observa gue los explantes con
longitud de cinco cm son los mejores para la micropro-
pagacion utilizando BIT's. Lo anterior se corrobord con
las mediciones a 15 y 30 dias, registrando en promedio
23 brotes por explante, usando 20 ml de medio MLH
por explante al inicio de la multiplicacion. Lorenzo et al.
(1998) utilizaron 50 ml de medio por explante y obtuvie-
ron 23 explantes partiendo de longitudes iniciales de 0.5
cm de longitud, la diferencia radica en que con la me-

todologia desarro-

llada en el presente

charolas de unicel
de 60 cavidades,
que contenian suelo
tipo acrisol, Sustrato

7 % 5.7 5.4

| ‘i 2348 " 3em
‘ 3 2, " Sem

€ ‘ 7 S }15diaz

W 3cm .

; Taiiafio estudio, desde los
W3em | inicial de 15 dias de muiltipli-
¥ 3cm| pldntulas cacion se obtienen

E5cm estas cifras, lo cual
es relevante pues
disminuye el tiempo
de multiplicacion a
la mitad (Figura 1).
De aqui en adelante
se utilizaron 400 ml
de medio con ex-

“5cm
]30 diaz

25
comercial Turba Ru-
"

bia FSK2 (Floraska®) '-ém 1 ~
en proporciéon 1:1; y 8§15 ¢ A 85
fueron tapadas con 0] SN A
plastico transparen- T 7 A
te y colocadas en ':_E- 5 ¥ 3
una casa sombra P

. 0«
para su adaptacion, 50 %

a temperatura am-
biente (252 °C) la
aclimatacion de las
plantas se realizd en

Cantidad de medio
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Figura 1. Tasa de multiplicacion de explantes de Saccharum spp., en BIT's uti-
lizando diferentes cantidades de medio MLH vy diferentes tamarios de explante.
Los valores fueron comparados por prueba de Tukey (<0.5)

plantes de 5 cm de
longitud promedio.

Cuando se trata de
microproagcion de



cafla de azucar, las metodologias
convencionales (Medio semisolido)
no pueden faltar pues son el inicio
de la micropropagacion, sin em-
bargo una vez realizado el estable-
cimiento en la etapa de multplica-
cion, la utilizacion de BIT's se hace
importante para propagar masi-
vamente cafla de azucar, ya que
segun lo reportado por Lorenzo
et al. (1998) utilizar

los BIT's disminuye

Micropropagacion de cafia de azucar

mente los laboratorios de propagacion utilizan lamparas fluorescentes de 39
watts, lo que si bien representa un ahorro energético en cuanto a otro tipo
de ldmparas (Las de tungsteno por ejemplo), con los adelantos de la tecno-
logia se cuenta con [@amparas LED T8 de 22 watts (Tecnolite®) las cuales son
equivalentes a ldmparas fluorescentes de 39 watts. La Figura muestra la tasa
de multiplicacion de cafia de azucar cuando se utiliza la propagacion con-
vencional (medio semisolido).

Como se observa en la Figura 2, no se visualizan diferencias significativas
en la tasa de multiplicacion al utilizar lamparas LED cuando se utiliza la pro-
pagacion  conven-
cional. Existen algu-
nos estudios sobre

NUMERO DE BROTES

46 % los costos de 13.4
produccion debido 13.2
principalmente a la 13 4
eliminacion del soli- 128 4
dificante. Segun Ko- 126

dym y Zapata-arias 124 T
(2001) el 90% de los 122 ——
costos se deben al 12 1
azucar y gelificante; 118 1

Raghu et al. (2007) 116 |

mencionan que el
uso de medios li-
quidos ayuda a dis-
minuir los costos de
produccion de Centella asiatica. El
uso de BIT's tiene la ventaja de uti-
lizar medios liquidos lo que reduce
por lo menos 30% de los costos del
medio de cultivo. Al ser los BIT's,
un sistema abierto, el intercambio
gaseoso evita la acumulacion de
compuestos nocivos para los ex-
plantes (Etileno o &cido absicico),
lo cual permite que los estomas
tengan buena regulacion de cie-
rre y apertura, lo que aumenta la
tasa de sobrevivencia al momento
de la aclimatizacion; y de la misma
manera el tener un sistema de in-
mersion temporal permite que los
explantes sean sumergidos homo-
géneamente aumentando la tasa
de multiplicacion.

Con el fin de disminuir aun mas los
costos de produccion de plantas se
visualizd como un potencial punto
de apoyo la iluminacion, normal-

Figura 2. Promedio de la tasa de multiplicacion de brotes de Saccharum spp.,
utilizando l[dmparas fluorescentes y LED con 100% de iluminacion.

T micropropagacion
de cafa utilizando
iluminacion LED, sin
embargo, se enfo-
can a otros tipos de
- iluminacion LED, por
ejemplo, Gomes da
Rocha et al. (2013),
utilizd LED rojo, azul
y verde, ademas de
combinar la concen-
tracion de sacarosa y
se enfoco en la tasa
de sobrevivencia a la aclimatacion, en donde afirma que la luz LED roja es
la mas adecuada para la multiplicacion de cafia de azucar y sugiere que las
l@amparas LED pueden ser buen sustituto de las ld@mparas fluorescentes de
los laboratorios de micropropagacion. En cuanto a la aclimatizacion de los
explantes no hubieron diferencias entre las plantas micropropagadas bajo
l@amparas fluorescentes o lamparas LED.

FLUORESCENTE LED BLANCO

globales del trabajo indican que
LOS resu lta d OS la combinacion de diversas me-
todologias descritas permite mejorar la multiplicacion de cafa de azucar y
tener reduccion de costos y hacer mas rentable el proceso de obtencion de
planta para siembra. En la primera etapa se duplico la tasa de multiplicacion
de brotes (23 explantes) y disminuyo el tiempo de propagacion a la mitad
(15 dias), evidenciando que la utilizacion de medio liquido (MLH) ademas
de disminuir los costos de produccion en 30%, aumenta la produccion de
plantas. No existen diferencias al utilizar lamparas fluorescentes y lamparas
LED, favoreciendo la reduccion de costos pues al disminuir el consumo de
energia eléctrica los costos totales de produccion disminuyen aproximada-
mente 50%.

A la Linea de Investigacion 5 (Biotecnologia Vegetal Animal y Microbiana) del Colegio del Post-
graduados, a la Secretaria de Desarrollo Rural del Estado de Campeche y a la Fundacion Pro-
duce Campeche por los recursos economicos brindados para la realizacion de este trabajo.
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