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ABSTRACT

The experiment was carried out in the adaptation phase of micropropagated sugar cane (Sacharum
officinarum) plants of the Provincial Sugar Cane Experimental Station, Villa Clara, Cuba. Micro-
propagated plants, variety C323-68, of three heights, were inoculated with the biofertilizer
Arbuscular Mycorrhizal (MA) prepared by the Provincial Soil Laboratory of Villa Clara province,
with a strain of Glomus sp. The biofertilizer was blended with the substratum in three doses: 47,
94 and 188 kg m™. The main morphological parameters evaluated were as follows: survival, height,
number of leaves, dry and fresh weight of foliage and roots, as well as the presence of pests and
diseases. On transplanting, the level of MA colonization in the roots of the micropropagated plants
was determined. The results obtained indicate an improvement in the characteristics of the
micropropagated plants when they are inoculated with MA in the intermediate phase, and a good
colonization of the root is achieved, which guarantees the transfer of the microorganism (MA) to
the field. The best results were obtained with 188 kg biofertilizer with 1 m® of substrate.
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RESUMEN

El trabajo se efectud en la fase de adaptacion de las plantas micropropagadas de cafia de azucar
(Sacharum officinarum) de la Estacion Provincial de Investigaciones de la Cafia de Aziicar de Villa
Clara, Cuba. Se utilizaron plantas micropropagadas de cafia, de la variedad C323-68, de tres
alturas, las cuales fueron inoculadas con el biofertilizante Micorriza Arbuscular, preparado por el
Laboratorio Provincial de Suelos de Villa Clara, Cuba, con una cepa de Glomus sp. El biofertilizante
fue mezclado con el sustrato en tres dosis: 47; 94 y 188 kg m™. Se evaluaron los principales
parametros morfol6gicos de las plantas micropropagadas: supervivencia, altura, niimero de hojas,
pesos seco y fresco del follaje y de la raiz, asi como la incidencia de plagas y enfermedades. En el
momento del trasplante se determiné el nivel de colonizacion de las micorrizas arbuculares (MA)
en las raices de las plantas micropropagadas. Los resultados obtenidos indican un mejoramiento
en las caracteristicas de las plantas micropropagadas cuando se inoculan con MA en la fase
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biofertilizante con 1 m’ de sustrato.

officinarum.

intermedia. y se logra una buena colonizacién de la raiz, lo que garantiza el traslado del
microorganismo hasta el campo. El mejor resultado se obtuvo con la mezcla de 188 kg del

Palabras clave: cafia de azucar, micropropagacién, micorrizas arbusculares, Saccharum

INTRODUCCION

Desde el afio 1980 se desarrollan en Cuba trabajos
de biotecnologia de la cafia de aztcar (Sacharum
officinarumy); en ladécada del 90 se establecid el
uso de lamicropropagacion a escala comercial,
con la aplicacion de cultivos de tejidos. Esta
tematica ha permitido la produccion de plantas
de calidad para su uso en los complejos agro-
industriales y unidades basicas de la produccion
canera.

Laproduccién de plantas micropropagadas tiene
una etapa in vifro y otra etapa intermedia entre
éstayel campo, denominada fase de aclimatacion
o “endurecimiento”. En dicha fase las plantas
micropropagadas desarrollan un sistemaradicu-
lar importante; durante este proceso la planta va
adaptando su estructuray fisiologia, pasando de
un individuo casi heterétrofo a uno totalmente
autétrofo. Lo mas importante en esta fase es que
las plantas formen un buen sistemaradicular, lo
cual le permitird soportar el estrés a que son
sometidas al ser plantadas en el campo.

Elusode fertilizantes quimicos en esta fase se ha
llevado a cabo con buenos resultados, no obstan-
te, se pueden obtener resultados similares a la
fertilizacion mineral con el uso de biofertilizantes,
los cuales producen efectos positivos sobre las
plantas y disminuyen los posibles peligros de
contaminacién ambiental. Entre los biofertilizan-
tes que pueden tener efectos positivos en el de-
sarrollo de lazonaradicular de las plantas se en-
cuentran las micorrizas arbusculares (MA), las
cuales se consideran como hongos mejoradores
de la calidad en plantas micropropagadas de di-
ferentes cultivos. Mazziatelli y Shubert (1990)

demostraron el efecto en plantas micropropaga-
das de Vitis berlandes x rupestri, Subhan et al.
(1998) demostraron el efecto en plantas micro-
propagadas de Seshania sesban, y Azconaguilar
etal. (1997) lo sefialaron en plantas micropropa-
gadas de yuca (Manihot sculenta). En banano
(Musa sp.) micropropagado se reportan los tra-
bajos de Jaizme et al. (1997). En Cuba se han
realizado varios estudios en diferentes cultivos y
se han reportado también en cafia de azucar
(Ortiz et al., 1998).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
de lamicorrizacion sobre lacalidad de las plantas
micropropagadas de cafia de azticar, determinar
la mejor dosis de indculo de MA para mezclar
con el sustrato, y conocer la efectividad de
colonizacion de las mismas.

MATERIALES Y METODOS

Eltrabajo se desarrolld de noviembre de 1997 a
enerode 1998, en la fase de adaptacion de plan-
tas micropropagadas de cafia de aziicar en la Es-
tacion Provincial de Investigaciones de la Cafia
de Azucar (EPICA) de Villa Clara, Cuba. Se
establecio un experimento totalmente aleatorio.

Se utilizaron plantulas de la variedad C323-68
de tres tipos, las cuales se clasificaron de la si-
guiente forma: a) Plantulas tipo A: plantas bien
desarrolladas, con altura mayor de 5 ¢m; b)
Plantulas tipo B: plantas con tamafio entre 3y 5
cm de altura; y ¢) Plantulas tipo C: plantas con
poco desarrollo, menores de 3 cm de altura.

Estas plantulas fueron plantadas en bandejas de
poliuretano de 247 orificios. Previamente el



438

sustrato se mezcld con 3 dosis del biofertilizante
micorrizas arbusculares (MA), el cual fue produ-
cido y comercializado por el Laboratorio Pro-
vincial de Suelos de Villa Clara, perteneciente al
Ministerio de Agricultura(MINAGRI). Las dosis
utilizadas fueron: a) Testigo: sin inoculacion; b)
Dosis 1: 1 g/orificio; ¢) Dosis 2: 2 g/orificio; d)
Dosis 3: 4 g/orificio. Se debe indicar que 1 g/
orificio esequivalente a47 kg de biofertilizante
por m’* de sustrato.

El sustrato utilizado contenia 80% de cachaza
(residuo solido del proceso de produccion de
azlcar)y 20% de zeolita (mineral procedente de
los yacimientos naturales existentes en la pro-
vincia de Villa Clara, Cuba). La composicion
quimica se presenta en el Cuadro 1. El estado fi-
tosanitario fue satisfactorio, no existiendo pre-
sencia de fitonematodos ni hongos fitopatdgenos.

El biofertilizante utilizado se prepard con una
cepa Glomus sp., recomendada por el Instituto
de Ecologia y Sistematica del Centro de Inves-
tigaciones de Tecnologiay Medio Ambiente de
Cuba (CITMA).

Las plantulas se mantuvieron durante 45 dias en
la fase de adaptacion, conriego localizado dos o
tres veces al dia, y control fitosanitario segun las
normas nacionales de produccion de plantas
micropropagadas (MINAZ, 1994).

Cuadro 1. Caracteristicas quimicas del sustrato
Table 1. Chemical characteristics of the substrate

Nutrientes Porcentaje
Nitrégeno 2,72
Fésforo 2,64
Potasio 0,53
Calcio 4,24
Magnesio 0,26
Materia organica 61,79
Carbono 35,84
pH 6,8
Carbono/Nitrogeno 13,17
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Se evalud la supervivenciade las plantulas alos
15 dias de plantadas. A los 45 dias de la plan-
tacion se seleccionaron 30 plantulas por trata-
miento y se evalud: niimero de hojas, alturade la
plantula, peso fresco y seco del follaje (hojas,
tallos y peciolos), peso fresco y seco de la raiz,
e incidencia de plagas y enfermedades.

Los datos obtenidos se procesaron estadistica-
mente por el sistema SPSS/PC para Windows
(SPSS, 1997), utilizando ANDEVA de clasifi-
cacion simple para un solo factor, y prueba de
comparacion de medias por Duncan. Ef porcen-
taje de pérdidas se compar6é por ANDEVA de
proporciones sin repeticiones.

La colonizacion de la raiz por las MA se deter-
mind por la técnica de azul de tripan de Phillips
y Hayman (1970). Para ello se realizaron tin-
ciones de laraiz con 4 tiempos de digestion con
vista a determinar la posibilidad del uso de esta
técnica en plantas micropropagadas de cafia de
azlcar. Se determiné la presencia de MA por
observacion de 30 campos del microscopio.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 2 se muestran los porcentajes de
pérdidas alcanzados por las plantas micropro-
pagadas tipo A y B a los 15 dias de sembradas.
Se observa la influencia positiva de la micorri-
zacion en el proceso de adaptacion, manifestan-
dose latendencia a un mayor niimero de plantas
vivas cuando éstas son biofertilizadas, superando
altestigo con diferencias estadisticas (P <0,05).
Las plantas tipo C presentaron un pobre desarro-
llo vegetativo y radicular, no siendo posible
evaluar la pérdida.

Cuando las plantas micropropagadas pasan de
la fase in vitro a la fase de adaptacion sufren un
gran estrés, el cual puede ser atenuado por la
accién benéfica de las micorrizas. Estos micro-
organismos se han reportado como agentes
bidticos que contrarrestan el estrés en diferentes
especies de plantas (Barea y Requema, 1994;
Pliego y Barceld, 1994).
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Cuadro 2. Porcentaje de pérdidas de las plantas
micropropagadas a los 15 dias de sembradas
Table 2. Loss percentage of micropropagated plants

at 15 days after sowing

Tipo de planta Tratamientos Porcentaje
de pérdida
Vitroplantas Testigo 129 a
tipo A Dosis 1 16,8 b
Dosis 2 24,8 b
Dosis 3 8,9 a
Vitroplantas Testigo 283 a
tipo B Dosis 1 1153 ¢
Dosis 2 227,5 a
Dosis 3 23,0b

Medias con diferentes letras en lamisma columna difieren
a P < 0.05 segun Duncan.

L.os Cuadros 3, 4 y 5 muestran el efecto de la
biofertilizacién en los tres tipos de plantulas
estudiados. Como se puede observaren los resul-
tados, la dosis 3 influyo positivamente en el de-
sarrollo de las plantas micropropagadas, logran-
dose plantas de mayor altura, muy superiores
estadisticamente al testigo y al resto de las dosis,
coincidiendo con lo planteado por Ortiz ef al.
(1998), quienes obtuvieron aumento de la altura
de las plantas de cafia micropropagadaen valores
entre 18 'y 21% cuando se inocularon con MA.
De igual forma se produjo este efecto en los pe-

sos fresco y seco de las raices, no asi en el na-
mero de hojas y pesos fresco y seco del follaje,
aunque en estos ultimos parametros los valores
numéricos fueron siempre superiores en la do-
sis 3.

Al analizar estos resultados se observa que la
dosis 3 (Cuadro 4) se mantiene como el mejor
tratamiento, existiendo diferencias estadisticas
coneltestigoy con el resto de las dosis en todos
los parametros evaluados, lo que confirma que
en la medida que la planta estd mas deteriorada
el efecto de este biofertilizante es mayor; se
obtuvieron resultados semejantes para las
plantulas tipo C (Cuadro 5).

En las plantas micropropagadas tipo C no fue
posible evaluar el efecto de las dosis 2 y 3, por-
queen laetapaen que se desarrollé el experimento
se produjo un periodo de intensas lluvias que
afectd estos dos tratamientos por la salpicadura
de las gotas de agua, lo que provoco que el sus-
trato fuera extraido de los orificios de las cajas,
porlo que lacomparacién del efecto de la mico-
rrizacion solo es posible entre el testigo y la
dosis 1. De acuerdo con esta situacion, se observa
marcadamente el efecto positivo del bioferti-
lizante sobre los parametros evaluados, repitién-
dose la situacion anteriormente sefialada, de un
mayor efecto cuando la plantaesta en estado de-
teriorado, lograndose de esta forma un fortaleci-

Cuadro 3. Efecto de la micorriza arbuscular en el crecimiento de las plantas micropropagadas tipo A
Table 3. Effect of arbuscular mycorrhizal on the growth of micropropagated type A plants

Tratamiento Altura Namero PFF PSF PFR PSR
(cm) de hojas (mg) (mg) (mg) (mg)
Testigo 20,33 d 4,40 a 3854 a 152 a 382 b 67,7b
Dosis 1 26,76 ¢ 4,13 a 3562 a 126 a 359 b 60,7 b
Dosis 2 33,81b 423 a 418,0 a 141 a 317 b 50,7 b
Dosis 3 38,35 a 4,23 a 459,1 a 154 a 443 a 69,3 a
ES 0,81 0,065 0,03 0,062 0,01 0,036
DT 8,93 0,736 0,409 0,684 0,207 0,0399

Medias con diferentes letras en la misma columna difieren a P < 0,05 segiin Duncan.

PFF: peso fresco del follaje. PSF: peso seco del follaje. PFR: peso fresco de las raices. PSR: peso seco de las raices.

ES: error estandar. DT: desviacion tipica.
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Cuadro 4. Efecto de la micorriza arbuscular en plantas micropropagadas tipo B
Table 4. Effect of arbuscular mycorrhizal on type B micropropagated plants

Tratamiento Altura Numero PFF PSF PFR PSR
(cm) de hojas ~ (mg) (mg) (mg) (mg)
Testigo 24,15 b 4,43 b 534,3 b 81,3 b 2673 Db 32,3b
Dosis 1 24,15b 4,23 b 628,0b 96,0 b 240,7 b 37,7b
Dosis 2 23,70 b 423b 562,0 b 91,0 b 282,7b 52,3 a
Dosis 3 30,98 a 4,70 a 773,7 a 119,0 a 349,0 a 50,3 a
ES 0,6770 0,619 0,0259 0,0047 0,0151 0,003
DT 7,08 0,6786 0,28 0,051 0,1649 0,04

Medias con diferentes letras en la misma columna difieren a P < 0,05 segn Duncan.
PFF: peso fresco del follaje. PSF: peso seco del follaje. PFR: peso fresco de las raices. PSR: peso seco de las raices.

ES: error estdndar. DT: desviacion tipica.

Cuadro 5. Efecto de micorriza arbuscular en plantas micropropagadas tipo C
Table 5. Effect of arbuscular mycorrhizal on type C micropropagated plants

Tratamiento Altura Nuamero PFF PSF PFR PSR
(cm) de hojas (mg) (mg) (mg) (mg)
Testigo 17,44 b 4,60 b 426,5 63,0b 120,2 30c
Dosis 1 22,53 a 4,93 a 452,7 96,0 a 141,7 6,7b
Dosis 2 18,03 b 4,40 Db 399,7 72,0 b 156,1 35¢
Dosis 3 17,16 b 4,73 b 335,0 48,7 ¢ 150,2 9,7a
ES 0,5548 0,0630 0,0196 0,008 0,0140 0,0051
DT 6,7 0,6901 0,2145 0,08 0,1538 0,0558

Medias con diferentes letras en la misma columna difieren a P < 0,05 segin Duncan.
PFF: peso fresco del follaje. PSF: peso seco del follaje. PFR: peso fresco de las raices. PSR: peso seco de las raices.

ES: error estandar. DT: desviacion tipica.

miento de la misma con el proceso de micorri-
zacion.

Enel Cuadro 6 se hace una comparacion multiple
utilizando los datos de los tres tipos de plantas
micropropagadas en conjunto. Mediante este
cuadro se corroborael efecto del biofertilizante
en la dosis 3, el cual en forma integral provocé
un mayor crecimiento de la plantulay en general
una mayor calidad en sus caracteres morfo-
logicos.

En los tres tipos de plantas micropropagadas,
estos resultados estan avalados por el efecto que
ejercen las MA sobre el crecimiento de los cul-

tivos; se ha comprobado este efecto en plantas
micropropagadas (Azconaguilaretal., 1997),y
en plantas de cafia in vitro se ha demostrado que
producen aumento del tamaiio de la planta, me-
jordesarrollo del follaje y del sistema radicular
(Ortiz et al., 1998).

Losresultados obtenidos, en cuanto a lametodo-
logiade aplicacion del biofertilizante, son adap-
tables al trabajo practico de produccién en una
fabrica de plantas de cafia in vitro, pues el bio-
fertilizante se aplica mezclado con el sustratoy
no de forma dosificada, como se hareportado en
otros trabajos. Esta metodologia facilita el uso
del biofertilizante.
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Cuadro 6. Comparacién para todas las plantas micropropagadas
Table 6. Comparation for all micropropagated plants

Tratamiento Altura Niamero PFF PSF PFR PSR
(cm) de hojas (mg) (mg) (mg) (mg)
Testigo 22,043 b 4,47 a 406,3 107,6 297 41,7
Dosis 1 24,48 b 4,25 b 318.,9 98,9 271 43,0
Dosis 2 25,18 ab 4,46 a 371,9 98,2 273 42,0
Dosis 3 28,83 a 4,55 a 627,9 109,7 318 48,4
ES 0,4626 0,03 0,19 0,0041 0,010 0,025
DT 8,77 0,7211 0,364 0,0711 0,189 0,3644

Medias con diferentes letras en la misma columna difieren a P < 0,05 segin Duncan.
PFF: peso fresco del follaje. PSF: peso seco del follaje. PFR: peso fresco de las raices. PSR: peso seco de las raices.

ES: error estandar. DT: desviacion tipica.

Partiendo de esta modificacion del método de
inoculacion, se realizé una valoracién del esta-
blecimiento de las micorrizas en las raices de las
plantas micropropagadas, comprobandose que
las mismas se establecieron con las diferentes
dosis estudiadas (Cuadro 7). Este resultado nos
permite asegurar que las MA pasan al campo
cuando se produce el trasplante de las plantulas.

Seutilizé el método de determinacidn del estable-
cimiento de las MA en las raices recomendado
por Phillips y Hayman (1970), estableciéndose
modificaciones considerando las caracteristicas
de las raices de las plantas micropropagadas.
Como se observa en el Cuadro 7 se puede deter-

Cuadro 7. Resultados de la evaluacién de la colo-
nizacion de las micorrizas arbusculares en las
raices (%)

Table 7. Results of the evaluation of the
colonization of arbuscular mycorrhizal in the

minar lapresencia de MA en las raices aun cuan-
do éstas se sometieron al proceso de digestion
durante 15 min, comparado con | h planteado
por el método original.

Desde el puntode vista fitosanitario no se observo
influencia de la micorrizacion en la incidencia
de plagasy enfermedades. No hubo presencia de
plagas, y la enfermedad que incidié con altos
grados de ataque en todas las variantes (Cuadro
8), fue la roya parda producida por el hongo
Helminthosporium stenospilum Drechsler.
Herreraetal. (1994) reportaron esta enfermedad
como la de mayor incidencia para la cafia de
azhcar en la fase de adaptacion.

Cuadro 8. Grado de ataque de Helminthosporium
stenospilum (%)

Table 8. Percentage of infestation of Helminthos-
porium stenospilum (%)

roots (%) Tratamientos Vitroplantas
Dosis Tiempo A B C
15’ 30 45 60’ Testigo 56 64 53
Testigo 10 166 16 10 Dosis 1 66 67 61
Dosis 1 73 80 60 90 Dosis 2 68 70 52
Dosis 2 60 83 70 100 Dosis 3 67 69 48

Dosis 3 100 80 86 100
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Desde el punto de vista econdémico los resultados
obtenidos en el trabajo se pueden valorar cuali-
tativa y cuantitativamente. Desde el punto de
vista cualitativo se logran ventajas al obtener
plantulas de mayor calidad por su mayor altura,
conmayor sistema radicular y mejor cantidad de
materia seca, asi como la presencia del micro-
organismo en sus raices lo que garantiza un esta-
blecimiento mas efectivo enel campo. El anélisis
cuantitativo se puede enfocar a partir de los por-
centajes de disminucién de las pérdidas en los
primeros 15 dias de plantadas las plantas micro-
propagadas. En las plantulas A se logré disminuir
el porcentaje de pérdidas de 12,9 a 8,9% en la
dosis 3, estando por debajo de los porcentajes de
pérdidas permisibles (10%). En el caso de las
plantulas B se disminuyen las pérdidas de 28,3%
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en el testigo, a23% en la dosis 3, aunque en este
caso ambos valores estdn por encima del para-
metro permisible.

CONCLUSIONES

El biofertilizante “Micorriza” preparado por el
Laboratorio Provincial de Suelos de VillaClara,
Cuba, permiti6 el establecimiento de MA en
plantas micropropagadas en caifia de azlcar y
produjo un efecto positivo en sus principales ca-
racteristicas morfoldgicas.

Es factible utilizar el biofertilizante mezclado
con el sustrato a razén de 188 kg de biofertili-
zante/m? de sustrato.
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