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RESUMEN 

La eficiencia del proceso de aclimatación ex vitro de plantas de caña de azúcar, depende de varios facto-
res, como elección del sustrato y obtención de una relación adecuada entre los componentes de la mezcla, 
que asegure buena supervivencia, que permita la formación de un cepellón con una buena estructura. El sus-
trato, en esta fase, es determinante para alcanzar plantas de calidad que garanticen un adecuado crecimien-
to, bajo condiciones ambientales controladas. El objetivo de este trabajo es evaluar cuatro sustratos para 
determinar la posibilidad de ampliar su uso como sustratos alternativos y apreciar su efecto en el crecimiento 
vegetativo de plantas in vitro, en fase de aclimatación en el cultivar C1051-73. Se realizó la caracterización 
de la composición química de los sustratos y se evaluó el crecimiento de las plantas in vitro en condiciones 
ex vitro, hasta los 60 días. Se realizaron las siguientes evaluaciones: supervivencia, altura, diámetro, hojas 
totales, activas e inactivas, largo y ancho de la hoja +1 y longitud de la raíz, plantas existentes, dañadas y for-
mación del cepellón. El residuo sólido del biogás formado a partir de vinaza, presentó un contenido superior 
de materia orgánica y macroelementos totales, lo que permitió el crecimiento de plantas in vitro en condicio-
nes ex vitro y su uso como sustrato alternativo.
Palabras clave: plantas in vitro, aclimatación, sustrato, compost, vinaza.

ABSTRACT

The efficiency of the ex vitro acclimatization process of sugarcane plants depends on several factors, such 
as the choice of the substrate and obtaining an adequate relationship between the components of the mixture, 
which ensures good survival, which allows the formation of a root ball with a good structure. The substrate, 
in this phase, is decisive to achieve quality shoots that guarantee adequate growth, under controlled environ-
mental conditions. The objective of this work was to evaluate four substrates to determine the possibility of 
expanding their use as alternative substrates, assessing their effect on the vegetative growth of in vitro plant 
in the acclimatization phase in sugarcane cultivar C1051-73. The characterization of the chemical composition 
of the substrates was carried out and the in vitro plants growth was evaluated under ex vitro conditions up to 
60 days. The following evaluations were made: survival, height, diameter, total leaves, active and inactive, leaf 
length and width +1 and root length, existing and damaged plants and root ball formation. The solid residue of 
the biogas formed from vinasse, presented a higher content of organic matter and total macroelements, which 
allowed the in vitro plants growth under ex vitro conditions and its use as an alternative substrate.
Key words: in vitro plants, acclimatization, substrate, compost, vinasse.
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INTRODUCCIÓN

La propagación in vitro es una metodología muy empleada en la caña de azúcar a nivel mundial, 
desde que comenzaron las investigaciones relacionadas con este tema en Hawai, en 1960, según 
Wekesa et al. (1). En Cuba se comenzó a aplicar a gran escala en los laboratorios comerciales (Bio-
fábrica), en la década de los 80, destacan Aragón et al. (2).

La propagación vía organógenesis en esta especie vegetal consta de cinco fases, destacan  San-
tana et al. (3): fase 0 ó preparativa, establecimiento, multiplicación, enraizamiento y aclimatización. 
La última etapa es la más importante del proceso, según plantean Chandra et al. (4). Ya que, funda-
mentalmente, en su continuo crecimiento y desarrollo, se requiere de un proceso de adaptación a 
factores bióticos y abióticos, analizan Chacón et al. (5). También las pérdidas pueden estar entre el 
50 a 90 %, indica Cedeño y Macías (6).

El manejo de las plantas in vitro, en condiciones ex vitro, resulta determinante para lograr la ob-
tención de más de un 90 % de supervivencia. Para ello, la elección del material a considerar, en esta 
etapa, es importante para evitar la pérdida de material vegetal según Cetré et al. (7). El éxito del pro-
ceso de propagación in vitro radica en lograr la aclimatación de las plantas in vitro, en condiciones 
ambientales ex vitro, aseveran Jo-García et al. (8).

Según García et al. (9), la eficiencia del proceso de aclimatación de las plantas de caña de azú-
car (Saccharum spp.) in vitro, en condiciones ex vitro depende, también, de varios factores, entre 
ellos, la elección del sustrato y la obtención de una relación adecuada entre los componentes de la 
mezcla, que asegure buena supervivencia. El sustrato deberá permitir la formación de un cepellón 
con una de buena estructura, indicó Cortegaza (10). 

Para la elaboración de sustratos se utilizan materiales de disponibilidad local, tales como com-
post, obtenido de los restos de caña de azúcar (cachaza), de la industria, aseguran Díaz et al. (11), 
la zeolita y el residuo sólido de biogás, consideran Pineda et al. (12), entre otros. El objetivo de este 
trabajo es evaluar cuatro sustratos para determinar la posibilidad de ampliar su uso como sustratos 
alternativos y apreciar su efecto en el crecimiento vegetativo de plantas in vitro de caña de azúcar 
del cultivar C1051-73, en fase de aclimatación ex vitro. 

MATERIALES Y MÉTODOS

El trabajo se desarrolló en el área destinada a la fase de aclimatación (umbráculo), de la Biofá-
brica de caña de azúcar, ubicada en la Estación Territorial de Investigaciones de la Caña de Azúcar 
(ETICA), del centro de Villa Clara. Se estableció un experimento en diseño, completamente al azar, 
los sustratos utilizados se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Descripción y procedencia de los sustratos empleados
Sustratos Descripción Procedencia de los materiales

I 80 % de compost + 20 % de zeo-
lita (control)

Compost: UEB Ifrain Alfonso, en Ranchuelo y Zeolita fábri-
ca ubicada en Tasajera, Ranchuelo. Villa Clara.

II
80 % del residuo sólido obtenido 
del biogás a partir de vinaza + 
20 % de zeolita

Residuo sólido: Biogás ubicado en la UEB Heriberto Du-
quesne, en Remedios, Villa Clara y Zeolita fábrica ubicada 
en Tasajera. Ranchuelo. Villa Clara.

III
80 % de Agromena + 20 % del 
residuo sólido obtenido del bio-
gás a partir de vinaza.

Agromena: Fábrica ubicada en Tasajera, Ranchuelo. Villa 
Clara y Biogás ubicado en la UEB Heriberto Duquesne, en 
Remedios. Villa Clara.

IV
80 % de mezcla mineral + 20 % 
del residuo sólido obtenido del 
biogás a partir de vinaza.

Mezcla mineral: Complejo de materiales de la construcción 
Pepito Tey. Cienfuegos y Biogás ubicado en la UEB Heri-
berto Duquesne. Remedios, Villa Clara.
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Se emplearon plantas in vitro, del cultivar de caña de azúcar C1051-73, con 15 días de cultivo, 
en medio de cultivo de enraizamiento propuesto por Jiménez (13), una altura entre 3.8-4.5 cm y 
con 3-4 hojas. Estas se trasplantaron a bandejas plásticas de 60 alveolos, con capacidad cada 
uno para 143 cm3 de sustrato, la cantidad de sustrato a emplear, fue calculada a partir del peso de 
estos. Estas permanecieron en condiciones de umbráculo, cubierto con una malla sombra de color 
negro (sarán), que permitió la reducción de la intensidad luminosa, al 50 %; la frecuencia de riego 
con microaspersores fue de dos veces al día, durante 5 minutos. Para cada sustrato empleado se 
estableció una bandeja, con 60 plantas in vitro. 

Los sustratos utilizados se caracterizaron para conocer su composición química. Se les determi-
nó: pH; contenido de materia orgánica y macroelementos totales (nitrógeno, fósforo y potasio). Los 
métodos empleados fueron los siguientes: Método potenciométrico (pH); Método de Walkey-Black 
(digestión húmeda) para la determinación de materia orgánica y Método de Kjeldahl para nitrógeno, 
fósforo y potasio total. Nitrógeno con recogida en ácido bórico y mezcla de indicadores; fósforo por 
colorimetría, con formación del complejo amarillo metavanadato - molíbdico y potasio total por foto-
metría de llama, según INICA (14).

Las plantas in vitro en condiciones ex vitro, durante el tiempo que duró el experimento, se selec-
cionaron según el manual de procedimientos establecido por Montes de Oca et al. (15). Este experi-
mento se inició en diciembre de 2020 y concluyó en febrero de 2021, para una duración de 60 días, 
acorde con la época en que se estableció (invierno). 

A los 25 días del trasplante se evaluó la supervivencia y a los 60 días de cultivo, fueron selec-
cionadas 10 plantas por tratamiento, para evaluar la altura y el diámetro del tallo, número de hojas 
totales, activas e inactivas, largo y ancho de la hoja +1 y longitud de la raíz.  Además, se determinó 
el número de las plantas in vitro en condiciones ex vitro, existentes y dañadas en cada tratamiento, 
a la edad de dos meses y la formación del cepellón.

Análisis estadístico
Los datos de las variables analizadas se procesaron con el empleo del paquete estadístico Stat-

graphics plus (versión 5.1). Para determinar si las muestras procedían de una distribución normal, 
en cada variable analizada, se calcularon los coeficientes de asimetría y curtosis estandarizados. 
La comparación entre las medias fue a través de la alternativa paramétrica del análisis de varianza 
y las diferencias se determinaron con la prueba Tukey para p≤0.05.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Caracterización química de los sustratos
De los sustratos utilizados durante la investigación, se puede apreciar con relación al pH, que los 

dos primeros poseen un grado de acidez neutro, ubicados entre 6.0-6.5, mientras que los restantes 
lo presentan básico. El contenido de materia orgánica resulta elevado en los dos primeros, en rela-
ción con el resto de los tratamientos que es muy bajo (tabla 2).

Todos los sustratos evaluados aportan nutrientes, se destacan por su mayor aporte el compost y 
el residuo sólido obtenido del biogás, a partir de vinaza. Estos resultados coinciden con lo informado 
por Arzola et al. (16), en la caracterización del compost producido de la cachaza de caña de azúcar 
(sustrato I) y de la vinaza, material que da origen al sustrato II, utilizado durante el trabajo.

Los resultados obtenidos en la caracterización de los dos primeros sustratos, con relación al pH, 
se corresponden con valores similares a los informados por Garbanzo y Vargas (17). Con relación a 
la materia orgánica, Villegas et al. (18) plantearon que es un componente activo y su incorporación 
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con los diferentes materiales en los sustratos mejora el espacio poroso, incrementa la retención de 
humedad y capacidad de intercambio catiónico. Los sustratos empleados garantizaron más de un 
60 % de supervivencia, los mayores porcentajes se presentaron en los sustratos I y II (92 %).

Efecto de los diferentes sustratos en el crecimiento vegetativo de las plantas in vitro

Altura de las plantas in vitro 
Al evaluar la altura de las plantas in vitro, en condiciones ex vitro, se apreciaron diferencias sig-

nificativas entre los sustratos evaluados; se alcanzaron los mejores resultados en los sustratos I y 
II; es decir, el control y el que contempla el 80 % del residuo sólido obtenido del biogás, a partir de 
vinaza + 20 % de zeolita (figura 1).

En tal sentido, Ortiz (19) informó el mayor efecto a las combinaciones de los sustratos (cachaza, 
humus y compost) con litonita en las plántulas en condiciones ex vitro que alcanzaron mayor altura. 
Las evaluaciones realizadas a los 15 y 45 días, evidenciaron la existencia de un efecto importante 
de la composición del sustrato con la respuesta de las plantas in vitro, en condiciones ex vitro. Las 
plantas ex vitro, superaron los valores establecidos, para este indicador, por Hernández et al. (20).

Diámetro del tallo
Al evaluar el diámetro del tallo se observaron diferencias significativas entre los tratamientos 

evaluados (figura 2), pues los primeros tres tratamientos no difieren entre si y muestran los mejores 
resultados, mientras que el sustrato IV (80 % de mezcla mineral + 20 % del residuo sólido obtenido 
del biogás, a partir de vinaza), brindó los valores más bajos, lo que pudiera estar asociado a la com-

Leyenda: 80 % de compost + 20 % de 
zeolita (control); II: 80 % del residuo líqui-
do obtenido del biogas a partir de vinaza 
+ 20 % de zeolita; III: 80 % de Agromena 
+ 20 % del residuo líquido obtenido del 
biogas a partir de vinaza y IV: 80 % de 
mezcla mineral + 20 % el residuo líqui-
do obtenido del biogas a partir de vina-
za. Barras con letras distintas difieren 
estadísticamente según prueba de Tukey 
p≤0.05.

Figura 1. Efectos de los diferentes sustratos en la altura de las plan-
tas in vitro de caña de azúcar (Saccharum spp. cv. C1051-73), a los 
60 días de cultivo.

Tabla 2. Caracterización de los sustratos para la aclimatación de plantas in vitro de caña de azúcar (Sac-
charum spp. cv. C1051-73) en condiciones ex vitro (base masa seca)

Material empleado en el sustrato (80 %) pH
MO N P K

(%)
I-	 Compost 6.5 24.15 1.04 0.25 0.30
II-	 Residuo sólido obtenido del biogás. a partir de vinaza 6.9 34.15 2.00 0.60 0.44
III-	 Agromena (cachaza: 10 %. gallinaza: 10 %. roca fosfóri-

ca: 70 % y zeolita: 10 %) 8.5 0.12 0.01 0.54 0.03

IV-	  Mezcla mineral (zeolita: 22 %; ceniza: 56 % y carbonato 
de calcio: 22 %) 11.6 0.41 0.00 0.03 0.01
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posición química del sustrato, al poseer un pH básico, valores más bajos de materia orgánica y de 
macronutrientes notifican De León y González (21). 

Número de hojas totales, activas e inactivas
Al evaluar el número de hojas totales, activas e inactivas, se detectaron diferencias significativas 

entre los tratamientos, pues los mayores valores se mostraron en el sustrato I o control, mientras 
que el menor número de hojas inactivas lo alcanzó el tratamiento que contempla 80 % de mezcla 
mineral + 20 % del residuo sólido obtenido del biogás, a partir de vinaza (figura 3). Sin embargo, 
en trabajos anteriores no se han detectado diferencias significativas entre los diferentes sustratos 
empleados para este indicador, según Pineda et al. (12).  

Largo y ancho de la hoja +1  
Al evaluar el largo de la hoja +1, se verificaron diferencias significativas, entre los cuatro sustra-

tos empleados para el desarrollo de estas los plantas in vitro en condiciones ex vitro. El control (I) y 

Figura 2. Efectos de los diferentes sustratos en el diámetro del tallo de 
plantas in vitro de caña de azúcar (Saccharum spp. cv. C1051-73) a los 
60 días de cultivo.

Leyenda: 80 % de compost + 20 % de zeolita (control); II: 80 % del residuo líquido obtenido del biogas a 
partir de vinaza + 20 % de zeolita; III: 80 % de Agromena + 20 % del residuo líquido obtenido del biogas 
a partir de vinaza y IV: 80 % de mezcla mineral + 20 % el residuo líquido obtenido del biogas a partir de 
vinaza. Barras con letras distintas difieren estadísticamente según prueba de Tukey p≤0.05.
Figura 3. Efecto de los diferentes sustratos en las variables hojas totales, activas e inactivas, de 
plantas in vitro de caña de azúcar (Saccharum spp. cv. C1051-73) a los 60 días de cultivo.

Leyenda: 80 % de compost + 20 % de 
zeolita (control); II: 80 % del residuo 
líquido obtenido del biogas a partir de 
vinaza + 20 % de zeolita; III: 80 % de 
Agromena + 20 % del residuo líquido 
obtenido del biogas a partir de vinaza 
y IV: 80 % de mezcla mineral + 20 % 
el residuo líquido obtenido del biogas 
a partir de vinaza. Barras con letras 
distintas difieren estadísticamente 
según prueba de Tukey p≤0.05.
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tratamiento con el 80 % del residuo sólido obtenido del biogás, a partir de vinaza + 20 % de zeolita, 
mostraron los mejores resultados, mientras se observó que los valores más bajos correspondieron 
al tratamiento que contiene el 80 % de mezcla mineral + 20 % del residuo sólido obtenido del biogás, 
a partir de vinaza. (figura 4). 

En el caso de la evaluación relacionada con el ancho de la hoja +1, se detectaron diferencias entre 
los tratamientos evaluados. Los mejores resultados correspondieron a los tratamientos con 80 % de 
compost + 20 % de zeolita (control) y 80 % del residuo sólido obtenido del biogás, a partir de vinaza 
+ 20 % de zeolita (sustrato II), que se muestra en la figura 5. Esto corrobora los resultados obtenidos 
por Pineda et al. (12) en cuanto al uso del residuo sólido del biogás, a partir de vinaza en otros por-
centajes mezclado con zeolita y sólo. 

Leyenda: 80 % de compost + 
20 % de zeolita (control); II: 
80 % del residuo líquido ob-
tenido del biogas a partir de 
vinaza + 20 % de zeolita; III: 
80 % de Agromena + 20 % 
del residuo líquido obtenido 
del biogas a partir de vinaza 
y IV: 80 % de mezcla mine-
ral + 20 % el residuo líquido 
obtenido del biogas a partir 
de vinaza. Barras con letras 
distintas difieren estadísti-
camente según prueba de 
Tukey p≤0.05.

Figura 4. Efecto de los diferentes sustratos en la variable largo de la hoja +1 de 
plantas in vitro de caña de azúcar (Saccharum spp. cv. C1051-73), a los 60 días 
de cultivo. 

Leyenda: 80 % de compost + 
20 % de zeolita (control); II: 
80 % del residuo líquido ob-
tenido del biogas a partir de 
vinaza + 20 % de zeolita; III: 
80 % de Agromena + 20 % 
del residuo líquido obtenido 
del biogas a partir de vinaza 
y IV: 80 % de mezcla mine-
ral + 20 % el residuo líquido 
obtenido del biogas a partir 
de vinaza. Barras con letras 
distintas difieren estadísti-
camente según prueba de 
Tukey p≤0.05.

Figura 5. Efecto de los diferentes sustratos en la variable ancho de la hoja +1 de 
plantas in vitro de caña de azúcar (Saccharum spp. cv. C1051-73), a los 60 días 
de cultivo.
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Longitud de la raíz 
En este indicador se observaron diferencias estadísticas entre los diferentes tratamientos evalua-

dos, los mejores resultados correspondieron a los tratamientos en los que se emplearon 80 % de 
compost + 20 % de zeolita (control) y como sustrato II el 80 % del residuo sólido obtenido del biogás, 
a partir de vinaza + 20 % de zeolita, como se muestra en la figura 6. 

Autores como Preece y Sutter (22) y Rodríguez (23), plantearon que lo más importante en la fase 
de aclimatación es que las plantas in vitro, en condiciones ex vitro, formen un buen sistema radical, 
debido a que su nutrición dependerá mucho tiempo y, en gran parte, de la efectividad de sus raíces. 
También, Díaz et al. (11), encontraron diferencias al comparar otros sustratos con la variante de 
compost y zeolita, desde el primer muestreo realizado.

Plantas in vitro existentes y dañadas
Respecto al número de plantas in vitro en condiciones ex vitro, existentes al cumplir 60 días de 

cultivo, se alcanzó un mayor número de plantas sin daños en los sustratos I y II y menor en el resto 
de los tratamientos y viceversa para los dañados (figura 7). Estos resultados demuestran la factibili-

Leyenda: 80 % de 
compost + 20 % de 
zeolita (control); II: 80 
% del residuo líquido 
obtenido del biogas a 
partir de vinaza + 20 % 
de zeolita; III: 80 % de 
Agromena + 20 % del 
residuo líquido obteni-
do del biogas a partir 
de vinaza y IV: 80 % de 
mezcla mineral + 20 % 
el residuo líquido obte-
nido del biogas a partir 
de vinaza. Barras con 
letras distintas difieren 
estadísticamente se-
gún prueba de Tukey 
p≤0.05.

Leyenda: 80 % de com-
post + 20 % de zeolita 
(control); II: 80 % del re-
siduo líquido obtenido del 
biogas a partir de vinaza 
+ 20 % de zeolita; III: 80 
% de Agromena + 20 % 
del residuo líquido obteni-
do del biogas a partir de 
vinaza y IV: 80 % de mez-
cla mineral + 20 % el re-
siduo líquido obtenido del 
biogas a partir de vinaza. 
Barras con letras distintas 
difieren estadísticamente 
según prueba de Tukey 
p≤0.05.

Figura 7. Efecto de los diferentes sustratos en la cantidad por categorías de plantas 
in vitro de caña de azúcar (Saccharum spp. cv. C1051-73), en condiciones ex vitro, a 
los 60 días de cultivo.

Figura 6. Efecto de los diferentes sustratos en longitud de la raíz de plantas in vitro de 
caña de azúcar (Saccharum spp. cv. C1051-73), a los 60 días de cultivo.
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dad del uso de uno u otro sustrato, como indicaron Agramonte et al. (24), al referirse a la posibilidad 
de usos de diferentes sustratos en la fase de aclimatación. 

Formación del cepellón
En el caso de la formación del cepellón, en el muestreo destructivo realizado a los 60 días de 

montado el experimento se pudo apreciar, como muestra la figura 8, que en todos los casos los 
materiales empleados y sus mezclas, facilitaron la formación del cepellón con las características 
necesarias para las plantas in vitro en condiciones ex vitro en esta fase de aclimatación.

Al evaluar de forma inte-
gral cada uno de los sustra-
tos utilizados en la presente 
investigación, las diferencias 
estadísticas en cada una de 
las variables evaluadas y/o vi-
sualizadas (tabla 3), se obser-
va, que el sustrato que puede 
convertirse como alternativo 
para ser utilizado en la fase 
de aclimatación para las plan-
tas in vitro en condiciones ex 
vitro, para el cultivo de la caña 
de azúcar, en específico en el 
cultivar C1051-73 es el sustrato 
II, que contempla 80 % del re-
siduo sólido obtenido del bio-
gás, a partir de vinaza + 20 % 
de zeolita.

Leyenda: 80 % de compost + 20 % de zeolita (control); II: 80 % del residuo líquido obtenido del biogas a 
partir de vinaza + 20 % de zeolita; III: 80 % de Agromena + 20 % del residuo líquido obtenido del biogas 
a partir de vinaza y IV: 80 % de mezcla mineral + 20 % el residuo líquido obtenido del biogas a partir de 
vinaza. Barras con letras distintas difieren estadísticamente según prueba de Tukey p≤0.05.

Tabla 3. Resultado integral alcanzado por los distintos sustratos          
durante la aclimatación ex vitro de plantas in vitro de caña de azúcar                 

(Saccharum spp. cv. C1051-73)

Variables
Sustratos

I II III IV

Altura (cm) 14.17 a 13.61 ab 11.72 b 8.39 c
Diámetro (mm) 3.00 a 2.50 a 2.30 a 1.32 b
Hojas totales 7.40 a 5.70 b 5.60 b 5.00 b
Hojas activas 6.00 a 4.90 b 4.30 b 3.20 c
Hojas inactivas 1.80 a 1.40 ab 1.40 ab 0.70 b
Largo hoja +1 (cm) 49.76 a 43.40 ab 38.57 b 28.61 c
Ancho hoja +1 (mm) 7.50 a 7.20 a 3.88 b 3.60 b
Longitud raíz (cm) 11.95 a 12.33 a 8.44 b 9.36 b
Plantas existentes 55 55 48 37
Plantas dañadas 5 5 12 23
Cepellón Bien Bien Bien Bien

Medias con letras no comunes dentro de la misma fila difieren estadísticamente, 
según prueba de Tukey para p≤0.05.

Figura 8. 
Formación 
del cepe-
llón por los 
diferentes 
sustratos a 
los 60 días 
de cultivo.
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CONCLUSIONES

•	 Los sustratos que mostraron una caracterización química más balanceada resultaron el (80 % 
de compost + 20 % de zeolita o control) y el II (80 % del residuo sólido obtenido del biogás a 
partir de vinaza + 20 % de zeolita) y favorecieron el desarrollo de las plantas in vitro en condi-
ciones ex vitro en la fase de aclimatación, para el cultivar C 1051-73.

•	 Los mejores resultados de forma general e integral se alcanzaron en el I (80 % de compost + 
20 % de zeolita o control) y el II (80 % del residuo sólido obtenido del biogás a partir de vinaza 
+ 20 % de zeolita).

•	 De los sustratos evaluados resultó el II (80 % del residuo sólido obtenido del biogás, a partir 
de vinaza + 20 % de zeolita) la propuesta como sustrato alternativo, para ser empleado en el 
desarrollo de plantas in vitro en condiciones ex vitro de aclimatación, por mostrar resultados 
similares al control.  
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