Efecto del uso del Bayfolan Forte® en el enraizamiento in vitro de brotes de   caña de azúcar.
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Resumen
El desarrollo de alternativas que lleven a soluciones en la Biofábrica son de vital importancia para obtener plantas in vitro con calidad y reducir las pérdidas por mortalidad en la fase de aclimatización. El empleo de alternativas como el Bayfolan® Forte se puede incrementar el enraizamiento y sustituir la auxina del medio de cultivo. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto del Bayfolan®  Forte en el enraizamiento in vitro del cultivar C1051-73 y extender los resultados a otros que se encuentran en el proceso. Con el empleo de 1 mL L-1 de este fertilizante foliar en el medio de cultivo permitió obtener un 100% de enraizamiento a los 21 días de cultivo con una mayor supervivencia en la fase de aclimatización ex vitro, sin tener que adicionar auxina a la composición del medio de cultivo. Esto trajo consigo menos pérdidas al final del proceso y por tanto contar con mayor número de plantas para la comercialización. 
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Abstract

The developments of alternatives that lead to solutions in the Biofactory are of vital importance to obtain in vitro plants with quality and reduce losses due to mortality in the acclimatization phase. The use of alternatives such as Bayfolan® Forte can increase the rooting and substitute the auxin in the culture medium. The objective of this work was to evaluate the effect of Bayfolan® Forte on the in vitro rooting of cultivar C1051-73 and to extend the results to others that are in the process. With the use of 1 mL L-1 of this foliar fertilizer in the culture medium allowed to obtain a 100% rooting at 21 days of culture with a greater survival in the ex vitro acclimatization phase, without having to add auxin to the composition of the culture medium. This brought with it low losses at the end of the process and therefore have a greater number of plants for commercialization.
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Introducción

La caña de azúcar (Saccharum spp.) es uno de los cultivos más importantes a nivel mundial. Está distribuido en 100 países sobre un área de 26 millones de hectáreas de tierras cultivadas, fundamentalmente en las zonas tropicales y subtropicales; por lo que ocupa el lugar 12 de un total de 161 especies de interés agroindustrial (Portal Caña, 2018).

En Cuba, la caña de azúcar se encuentra distribuida a través de todo el territorio nacional, con un área de 642 243,3 ha plantadas. Según el censo anual del Instituto de Investigaciones de la Caña de Azúcar (INICA), donde veinte cultivares representan más de 1% del área cañera nacional, 16 son cubanos y cuatro extranjeros (Mesa et al., 2016).

La biotecnología en esta especie vegetal constituye una herramienta importante para el mejoramiento genético y la propagación masiva. Las primeras investigaciones relacionadas con el cultivo de células y tejidos en caña de azúcar comenzaron en 1961, en Hawai, EUA (Wekesa et al., 2015; Kavita y Saxena, 2016). 

La tendencia actual en la propagación de plantas es el empleo de medios de cultivos cada vez más simples, sin emplear ningún regulador del crecimiento. Para aprovechar la habilidad natural de las plantas y lograr con ello la eliminación de los problemas de variabilidad o cambios epigenéticos. Sin embargo, en la mayoría de los genotipos, es imprescindible el empleo de ciertos niveles de estos reguladores. Para la elongación de los brotes y es recomendable transferir los explantes a un medio de cultivo de elongación dos o tres semanas antes de sus extracción del proceso in vitro, Orellana (1998).
Durante la fase de enraizamiento se emplean medios de cultivo líquidos en la caña de azúcar. Los brotes son individualizados al igual que en la fase de multiplicación y separados por tamaño antes de ser inoculados en este medio de cultivo. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto del Bayfolan®  Forte en el enraizamiento in vitro del cultivar C1051-73.
Materiales y Métodos
La presente investigación se desarrolló en la Biofábrica de Estación Territorial de Investigaciones de la Caña de Azúcar (ETICA Centro Villa Clara) perteneciente al Instituto de Investigaciones de la Caña de Azúcar (INICA). 
Como material vegetal se utilizaron brotes in vitro del cultivar C1051-73 con cinco subcultivos en multiplicación. El medio de cultivo de enraizamiento estuvo compuesto por las sales Murashige-Skoog (1962) (MS) al 75% de su concentración, tiamina             1.0 mg L-1, 1.3 mg L-1 de Ácido-Indol-Acético (AIA), sacarosa 40 g L-1 y pH 5.8 en estado líquido. En sustitución del (AIA) se incluyó el Bayfolan®  Forte en tres concentraciones (tabla 1). Este fertilizante foliar contiene en su composición el regulador de crecimiento AIA a una concentración de 25 mg L-1. Se utilizaron frascos de cultivo plástico de 1 L de volumen total, con 80 mL de medio de cultivo. En cada uno se colocaron 20 brotes in vitro de caña de azúcar.
Tabla 1. Tratamientos utilizados.

	Tratamientos
	AIA 
(mg L-1)
	Bayfolan Forte 
(mL L-1)

	T1 (control)
	1.3
	0

	T2
	0
	0.5

	T3
	0
	1.0


Condiciones de cultivo
Los frascos de cultivo con los brotes in vitro se colocaron en cuartos de cultivo climatizados a una temperatura de 27 ± 2 °C con luz solar con un fotoperíodo de 12.5/11.5 h de luz/oscuridad con un rango de densidad de Flujo de Fotones Fotosintéticos entre 37.1 a 64.6 µmol m-2 s-1; medido con un luxómetro PCE-174 Instruments (España).
Evaluaciones morfológicas 
A los 25 días de cultivo, a las plantas in vitro del cultivar C1051-73 se les midió la altura (cm) desde la base del brote hasta la base de la hoja +1, el número de hojas, y se cuantificó el número de hojas, número de plantas enraizadas (%), número de raíces por planta, longitud de la raíz más larga (cm) y cuantificación de clorofilas totales (en unidades SPAD). Se emplearon 240 plantas in vitro por cada tratamiento.
Aclimatización ex vitro 
Las plantas del mejor tratamiento obtenido y el control sin Bayfolan® Forte fueron transferidas a la fase de aclimatización ex vitro en condiciones de umbráculo. El mismo estaba cubierto con una malla sombra (sarán) de color negro que permite la reducción al 50% de la intensidad luminosa. Se trasplantaron a bandejas plásticas de 60 alveolos con capacidad cada uno para 143 cm3 de sustrato. Se utilizó como sustrato compost a partir de cachaza de restos de la caña de azúcar, al que se le añadió zeolita en proporción de 3:1 (v/v). El riego se realizó por aspersión tres veces al día durante 10 minutos. Se emplearon 240 plantas in vitro por cada tratamiento. A los 15 días después del trasplante se evaluó la supervivencia. 
Análisis estadístico 
Se utilizó un diseño experimental completamente aleatorizado con siete tratamientos y diez repeticiones. Los resultados se sometieron a un análisis de varianza simple (ANOVA), previa comparación de la normalidad y homogeneidad de varianza. Las diferencias significativas entre las medias se analizaron por la prueba Tukey, para           p≤ 0.05. El paquete estadístico utilizado fue el SPSS versión 23 para Windows. El experimento fue repetido dos veces.
Resultados y Discusión

Al utilizar 1.0 mL L-1 de Bayfolan® Forte, las plantas in vitro presentaron mayor altura, número de hojas, 100% de enraizamiento, mayor longitud de la raíz y clorofila total con diferencias significativas con respecto al tratamiento control. Lo que indica que tiene un efecto estimulador en las variables morfológicas y fisiológicas de las plantas durante esta etapa de crecimiento (Tabla 2). 

Tabla 2. Efecto del Bayfolan® Forte sobre variables morfológicas y fisiológica en plantas in vitro del cultivar C1051-73 de caña de azúcar (Saccharum spp.) a los 25 días de cultivo.
	Concentración
de Bayfolan® (mL L-1)
	Altura de la planta (cm)
	Número de hojas
	Número de plantas enraizadas
	Número de raíces 
	Longitud de la raíz más larga (cm)
	Clorofila total
(unidades SPAD)

	0 
	3.65  c
	  3.21 b
	84.5 c
	3.46  c
	1.74 b
	21.8 c

	0.5
	4.05   b
	 3.54 a
	95.2 b
	4.32 b
	3.29 a
	24.4 b

	1.0
	4.96   a
	 3.76 a
	100  a
	5.60 a
	3.96 a
	25.9 a 

	EE
	±0.15
	±0.11
	 
	±5.51
	± 0.83
	± 4.61

	CV
	3.94
	1.57
	 
	10.84
	2.35
	9.21


Letras desiguales en una misma columna representan diferencias significativas según prueba de Tukey para p< 0,05 (n=240) 

Al escalar el uso del Bayfolan® Forte en el enraizamiento in vitro de brotes de caña de azúcar, también muestra su efecto estimulador del desarrollo de los mismos        (Figura 1 y 2). Este  en su composición contiene ácido indol-acético (AIA) y esto influyó en la inducción del enraizamiento de las plantas in vitro.
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Figura 1. Efectos del empleo del Bayfolan® Forte en el medio de cultivo de enraizamiento de los brotes in vitro de caña de azúcar (Saccharum spp.) en el cultivar C1051-73.
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Figura 2. Plantas in vitro con raíces de caña de azúcar (Saccharum spp.) en el cultivar     C1051-73 listas para ser trasplantadas a la fase de aclimatización ex vitro con el uso del Bayfolan® Forte. 
En cuanto a la supervivencia en la fase de aclimatización ex vitro, está fue superior al tratamiento control a los 7 y 15 días con el 89%. Al utilizar 1.0 mL L-1 de Bayfolan® Forte, las plantas in vitro presentaron mayor altura y 100% de enraizamiento, lo que se puede relacionar con la mejor aclimatización durante esta etapa de crecimiento     (Tabla 3). 

Tabla 4. Supervivencia a los 7 y 15 días en  fase de aclimatización.
	Tratamientos
	Supervivencia a los 7 días
	Supervivencia 
a los 15 días

	T1 (control)
	78 b
	78 b

	T3 
	89 a
	89 a


El porcentaje de supervivencia de la planta a las condiciones naturales es una medida esencial de adaptabilidad. Resultados similares obtuvo Rodríguez et al, (2003) al estudiar la tasa de crecimiento de las plantas in vitro de caña de azúcar del cultivar C91-301 en condiciones de aclimatización, de provenientes de los BIT durante la fase enraizamiento in vitro. 

Según Azofeita et al. (2008) se pueden obtener resultados aceptables con la utilización de productos foliares en los medios de cultivo. Su empleo constituye una alternativa y permite disminuirlos costos en la producción. 
También, Noguera et al. (2014) refirieron la influencia del genotipo en los distintos procesos que ocurren durante la propagación in vitro. Aunque la altura de la planta debe ser considerada como un rasgo del cultivar.
Conclusiones 
1. La concentración de 1.0 mL L-1 permitió alcanzar mayor altura, número de hojas, un 100% de enraizamiento, mayor longitud de la raíz y clorofila total con diferencias en las plantas in vitro en la fase de aclimatización.

2. El Bayfolan® Forte tuvo un efecto positivo en el enraizamiento y la aclimatización ex vitro de los brotes de caña de azúcar en el cultivar C1051-73. 
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