Desarrollo de estrategias para la propagacion
de especies de plantas proteicas y forrajeras
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RESUMEN

Ainiciativa del Comandante en Jefe Fidel Castro, se comenzaron los trabajos de investigacion para el uso
de otras especies de plantas arbustivas como fuente de proteina para el alimento animal, de forma directa
0 para la elaboracion de piensos. Sin embargo, estas nuevas especies, para su generalizacion en el pais,
necesitan de semilla y son necesarios protocolos eficientes para obtener plantas que permitan la expansién
de estas a lo largo de todo el pais. Este trabajo tiene como objetivo desarrollar estrategias de trabajo para
generalizar, a partir de estacas, semillas botanicas y biotecnolédgicas de las especies de plantas proteicas
Morera, Tithonia, Cratylia y la forrajera King grass CT-115. Los resultados, hasta el presente, permitieron de-
sarrollar protocolos eficientes (95 %) de brotacion y enraizamiento de estacas, a partir de plantas madre de
las especies Morera cv Criollay Yu-12 y la Tithonia. Unido a la germinacion de semillas botanicas de Morera
cv. Yu-1, en tubetes 2, con una mayor rapidez en la germinacion y porcentaje de germinacion del 95 %, con
la utilizacion de los bioestimulantes VIUSID-Agro o Fitomas-E mas Bioenraiz. Ademas de la implementacion
de protocolos in vitro en la Morera cv. 1Z 16-8 y el pasto King grass CT-115 con su escalado a nivel productivo
en Biofébrica.
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ABSTRACT

At the initiative of Commander-in-Chief Fidel Castro, research work began on the use of other bushy
plant species as a source of protein for animal feed directly or for the production of feed. However, these
new species for their generalization in the country need seed, for which efficient protocols are necessary to
obtain plants that allow their planting throughout the country. The objective of this work was to develop work
strategies for the propagation from cuttings, botanical and biotechnological seeds of the protein plant species
Morera, Tithonia, Cratylia and the forage King grass CT-115. The results to date allowed the development
of efficient protocols (95 %) for sprouting and rooting of cuttings from mother plants of the species Morera
cv Criolla and Yu-12 and Tithonia. Together with the germination of botanical seeds in tubes of Morera cv.
Yu-12 with faster germination and germination percentages of 95 % using the biostimulants VIUSID-Agro or
Fitomas-E more Bioenraiz. In addition to the implementation of in vitro protocols in Morera cv. 1Z 16-8 and the
King grass CT-115 with its scaling up to a productive level in Biofactory.

Key words: in vitro propagation, protein plant, feed, staked, King grass.
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INTRODUCCION

En el afio 2018 Cuba gastaba méas de 300 millones de ddlares en la compra de trigo, soya y maiz,
destinados a la alimentacion animal. En la actualidad los precios de estas materias primas han au-
mentado en el mercado internacional y, por otra parte, la productividad agricola de la soya y el maiz,
en el pais, registran niveles inferiores a otras regiones del mundo, segun ONEI (1).

Las plantas proteicas como la moringa, la morera y la tithonia se reconocen por el alto valor
nutricional de sus follajes para el ganado. En América Latina y el Caribe existen numerosas investi-
gaciones acerca de la obtencion de “alta biomasa de follaje” de estas plantas, para la alimentacion
de animales monogastricos, como cerdos, aves y conejos, y también para las especies rumiantes,
segun indican (2,3).

Debido a la alta concentracion de proteinas en el follaje de estas plantas, su empleo implica la
reduccion de otros recursos alimenticios convencionales y costosos como la harina de soya, comu-
nes en la dieta de animales monogastricos. Sus propiedades medicinales favorecen la salud de los
animales, por lo que se requiere de menos medicamentos. Varios estudios registran una alta pro-
ductividad animal asociada con la introduccion de plantas proteicas en su alimentacion y destacan,
ademas, las facilidades para su cultivo.

El cultivar CT-115, es una planta forrajera obtenida a partir del King grass en los laboratorios del
Instituto de Ciencia Animal (ICA), por el método de cultivo de tejidos. Incrementar las areas de pastos
mediante la introduccién de este cultivar constituye una problematica a resolver por este proyecto.
La poca disponibilidad de semilla en la actualidad es uno de los impedimentos més importantes, su
reproduccion in vitro, acelera la disponibilidad de semilla al poder contar con plantas de este cultivar.

Este trabajo tiene como objetivo desarrollar estrategias para la propagacion, a partir de estacas,
semilla botanica y biotecnoldgica de las especies de plantas proteicas Morera, Tithonia, Cratylia y
el pasto King grass CT-115.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo comenzé en el mes de abril del afio 2020, con la construccién de un vivero y la entrega
de las primeras posturas de la especie morera (cultivar Criolla y Yu-12), en la estacidon del Instituto
de Investigaciones de Pastos y Forrajes (IIPF), de Villa Clara. Posteriormente, se recibieron mate-
riales de la antigua ECTI Sierra Maestra, hoy CIPB, de los cultivares de Morera (Morus alba L.) 1Z
16-8 y de Cratylia (Cratylia argentea (Desv) O. Kuntze) semillas de los cultivares Veranera, asi como
la Tithonia (Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray) cv. Occidental 16.

Las investigaciones se enmarcan en dos lineas de trabajo, por una parte, el desarrollo de protoco-
los para el estaquillado; por otra parte, la propagacion in vitro para su escalado en la biofabrica. Para
la primera se estudiaron diferentes sustancias estimuladoras del enraizamiento, para incrementar los
porcentajes de eficiencia. Con el bioproducto BIOENRAIZ (CIDCA, Cuba) se alcanzé el mejor resulta-
do, combinado con los bioestimulantes VIUSID-Agro (Catalysis, Espafa) o Fitomas-E (CIDCA, Cuba).

Un objetivo clave para este esquema de propagacion por estacas es contar con un vivero de
5000 plantas, con plantas madre proteicas (Morera, Tithonia y Cratylia), para poder producir, en un
afo, 200 000 plantas y obtener las estacas necesarias para realizar la produccion de posturas y su
venta en bolsas o tubetes a los productores. En la actualidad existen 3103 plantas madre de ambas
especies, con edades entre los 8 y 16 meses de cultivo.

Para la propagacion por estacas se evaluaron diferentes tipos de envases (bolsas de polietileno y
tubetes), por lo que se desarrollo, por parte de dos empresas del Grupo Empresarial AZCUBA (ZETI
y AZUTECNIA), la produccion y disefio de variantes de porta-tubetes y tubetes, unido a un cuenta-
propista (TCP) de Santa Clara, Villa Clara.
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En el caso de la propagacion in vitro se comenzd, primero, a establecer un Banco de Donante en
condiciones semicontroladas. El objetivo era tener aisladas, rejuvenecidas y con mayor cuidado a
las plantas madre de las especies Morera, Cratylia y King grass CT-115 para la toma de las yemas
de estas especies., como material de inicio de las investigaciones, para el desarrollo de protocolos
de propagacion por biotecnologia, Ademas, es importante sefalar que son especies lefosas de
lento crecimiento, lo cual justifica el uso de las técnicas biotecnolégicas para la obtencién rapida de
material de propagacion inicial.

Banco de donantes semicontrolado

Estuvo ubicado en las areas de la UEB INICA, de Villa Clara, constituido por una estructura me-
talica de hierro galvanizado, cubierta con material plastico (filme de polietileno) transparente (Ra-
fia). La altura de la estructura era de 4.00 m en la parte alta y 2.20 m la baja. Por encima de este
se encontraba una malla semisombra de 50 % (Saran), para reducir la intensidad luminica y evitar
qguemaduras en las hojas, por temperaturas muy altas dentro del banco de donante. Ademas, fueron
cubiertos sus lados con una malla plastica antiafidos. Y el piso fue todo cubierto con zeolita.

Se utilizaron, para la siembra del material vegetal, tanques de plastico, con una capa de grava
en el fondo y rellenos con una mezcla de compost de cachaza y zeolita 3:1 (v/v) para un volumen
de 20 m?3, se colocaron 20 tanques por cultivar. La proteccion fitosanitaria con badén para los pies
y un lavamanos con formol o hipoclorito de sodio, al 0.1 %. El riego fue por microaspersores, con
frecuencia diaria, entre dos y tres veces, sobre todo en el horario del mediodia y la tarde, cuando las
temperaturas son mas altas.

Condiciones de cultivo del Banco de donantes semicontrolado

Densidad de flujo de fotones fotosintéticos (DFFF), en un rango de 209.4 a 1036 pymol m2 s,
medido con el auxilio de un luxémetro digital (modelo Multimetrix LM 76. E.U.A). Los valores de Hu-
medad relativa (HR) fueron: un minimo de 49.5 % y un maximo de 81.9 %. La temperatura presento
valores: minima de 27.1 °C y maxima de 39 °C, se utilizé6 para su medicion un termohigrometro
(modelo Ebro Electronic® TFH 620, EUA).

De las plantas madre, a partir de los 6 meses de cultivo, se comenzaron a colectar las yemas
laterales, con ayuda de una tijera de podar. En el laboratorio se realizaron los diferentes pasos del
procedimiento de desinfeccion: lavado con detergente doméstico, al que se le adicionaron de 3-5 mL
por cada 250 mL de agua y enjuagues posteriores, con agua, para eliminar el detergente. Después
se realizé una primera desinfeccion de los cilindros de hojas jovenes de aproximadamente, 10 cm
de longitud, en recipientes previamente esterilizados con etanol al 70 %, durante un minuto.

En la cabina de flujo laminar, con el auxilio de una pinza estéril, se elimino el etanol y fueron co-
locadas en una solucion de hipoclorito de sodio al 3.0 % (v/v), durante 15 minutos. Posteriormente,
se realizaron tres enjuagues con agua desmineralizada estéril y, finalmente, los cilindros de hojas
fueron colocados en un frasco estéril con una solucién de 100 mg L* de acido ascorbico.

Medio de cultivo

Se utilizé el medio de cultivo basal compuesto por las sales Murashige y Skoog (1962) (MS) al 100
%, vitaminas Heinz y Mee (1969), 30 g L* de sacarosa y gelificado con 7 g L de agarE (BIOCEN,
Cuba). El pH se ajusté a 5.8 con NaOH (1.0 N) y HCI (1.0 N) previo a la esterilizacion, mediante
ebullicion. Se estudiaron diferentes tipos de medios de cultivos para cada una de las fases de la pro-
pagacion in vitro, para las especies Morera cultivar 1Z16-8 y Yu 12, asi como la Cratylia cv. Veranera.

Esterilizacién del medio y frascos de cultivo e instrumental
La esterilizacion del medio de cultivo se realizé a través del método fisico, mediante la ebullicidon

a 100 °C, durante cinco minutos y se dosificd en los frascos de cultivo de plastico traslucidos no
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autoclavables. Estos fueron esterilizados por el método quimico con hipoclorito de sodio (NaClO) al
0.05 % (v/v).

Los platos metalicos utilizados para el trabajo dentro de la cabina de flujo laminar se esterilizaron
en la estufa a 180 °C, durante 2 h. A partir de este procedimiento, todo el trabajo se desarroll6 en
condiciones de esterilidad, en cabina de flujo laminar horizontal. El instrumental (pinzas y bisturies),
se desinfecté en un esterilizador eléctrico, modelo DENT-EQ (Alemania).

Condiciones de cultivo in vitro

Los tubos de cultivo con los apices y segmentos de todos los experimentos se colocaron en ca-
mara de crecimiento climatizada, a una temperatura de 27+2 °C, con luz solar, con un fotoperiodo
de 12.5/11.5 h de luz/oscuridad, con un rango de densidad de Flujo de fotones fotosintéticos (DFFF)
entre 47.1 y 64.6 pmol m? s; medido con un luxémetro PCE-174 Instruments (Espana). En el caso
de los apices, los primeros siete dias de cultivo se mantuvieron en condiciones de oscuridad total y
temperatura de 27+2 °C.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estrategias desarrolladas

Estaquillado

En el desarrollo de protocolos para el estaquillado, se estudiaron diferentes sustancias estimula-
doras del enraizamiento, para incrementar los porcentajes de eficiencia. Con el bioproducto BIOEN-
RAIZ (CIDCA, Cuba) se alcanzé el mejor resultado, combinado con el bioestimulante VIUSID-Agro
(Catalysis, Espafia) o Fitomas-E, ademas del uso de tijeras de podar. Los porcentajes de brotaciéon
de las yemas y el enraizamiento de estas, superaron el 95 % en los cultivares de Morera, Criolla,
Yu-12 y en la Tithonia (figura 1).
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Figura 1. Protocolo para el estaquillado de las especies de plantas proteicas Morera (M. alba L.)
cv. Criolla y Tithonia (Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray) cv. Occidental 16,
a partir de plantas madre, cultivadas en viveros.
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Semillas botanicas

Las semillas botanicas de Morera cultivar Yu-12 fueron embebidas toda la noche en una solucion
de VIUSID-Agro 0.8 mL L*; posteriormente, fueron colocadas en tubetes, se adicionaron una o dos
semillas por cada uno. A los 30 dias de cultivo se alcanzé un 96.0 % de germinacion (figura 2).

B e T . ,
Figura 2. Protocolo para la obtencion de posturas de Morera cv. Yu-12,
a partir de semillas botéanicas.

Semillas biotecnologicas

En la especie Morera cv. 1Z16-8 se desarrollé un protocolo autéctono sin formacion de callo ba-
sal para la propagacion in vitro de esta especie, se partié de explantes obtenidos de plantas madre,
cultivadas en condiciones semicontroladas (figura 3). En la actualidad se encuentran en la fase de
aclimatizacion las primeras plantas in vitro, para un total de 1 524 (figura 4). Ademas, se alcanzaron
resultados positivos, a partir del escalado, con el empleo de los Sistemas de inmersion temporal tipo
SETIS para semiautomatizar el proceso in vitro (figura 5). Estos resultados apoyan los informados por
Pérez-Pérez et al. (4), al utilizar los SETIS para la multiplicacion de esta especie, pero en el cultivar
Criolla.

| Propagacién in vitro I

Figura 3. Banco de donante en condiciones semicontroladas, para el cultivo de las plantas madre
de plantas proteicas donantes de los materiales vegetales, para su propagacion por biotecnologia.
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Figura 4. Plantas in vitro de Morera (M. albal.)cv. 1Z 16-8 en condiciones de aclimatizacion ex vitro,
en dos tipos de tubetes, a los 35 dias de cultivo.

Figura 5. Sistemas de inmersion temporal tipo SETIS, empleados en las fases de multiplicacién
y enraizamiento, durante la propagacion in vitro de la Morera (M. alba L.) cv. 1216-8.

Especie Cratylia argentea (Desv) O. Kuntze

Establecimiento in vitro

Los mejores resultados se alcanzaron con la desinfeccion de las semillas, al combinar el etanol al
70.0 % con el hipoclorito de sodio al 3.0 %, durante 15 minutos de agitacion, para la variable semi-
llas sin contaminacion. Sin embargo, para la variable semillas brotadas, el mejor tratamiento fue con
un tiempo de exposicion a NaClO de 10 minutos, al obtener un 50.0 % con diferencias significativas
con respecto al resto de los tratamientos (tabla 1 y figura 6).
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Tabla 1. Efecto del tiempo de desinfeccion, con hipoclorito de sodio en las semillas
botanicas de Cratylia argentea cultivar Veranera, a los 10 dias de cultivo

Solucién NaClO | Tiempo | Contaminacién por Libres de .
(%) (min) microorganismos | contaminantes Germinadas
3.0 5 55 % 45 % 20% b
3.0 10 30 % 70 % 50 % a
.0 15 20 % 80 % 10%c
Letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente, segun prueba de proporciones
para p<0.05.

Después de separado el material contaminado, de las 39 semillas restantes germinaron 16, para
un 41.02 %. El bajo porcentaje de germinacion pudo deberse a la pérdida de viabilidad y calidad
fisioldgica, al no cumplir con los procedimientos requeridos en su proceso de secado y conservacion
(tabla 2).

Tabla 2. Evaluacion de la sinergia de germinacion de las semillas, en 4 semanas de cultivo
7 dias 14 dias 21 dias 28 dias Total
9 (56.2 %) 4 (25 %) 2(12.5 %) 1(6.3 %) 16 (100 %)

Semillas germinadas
16 semillas

La germinacion de las semillas se comporté de la siguiente forma: en los primeros 7 dias germiné
el 56.2 %, de 7 a 14 dias el 25 %, de 14 a 21 dias el 12.5 % y de 21 a 28 dias el 6.3 %.

Figura 6. Germinacion in vitro de las semillas de la especie
de planta proteica Cratylia argéntea cv. Veranera.

También se desarroll6 un protocolo para la multiplicacion a escala comercial por via biotecnolé-
gica del pasto King grass CT-115, a partir de discos de hojas y con la combinacion de la embriogé-
nesis somatica con la organogénesis, que incluy6 todas las fases del proceso de propagacion in
vitro. Este resultado constituye el primer informe, a nivel nacional e internacional, hasta el momento
(figura 7).
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Aclimatizacién

'Fases del protocolo para la propagacién
in vitro del King grass cv. CT115 a partir de

discos de hojas
Multiplicacién

Eralmlento
Figura 7. Protocolo para la propagacion in vitro del pasto King grass CT-115 (Pennisetum purpureum L.),
a partir de embriones somaticos obtenidos de los discos de hojas jévenes.

La combinacion de las tres estrategias ha permitido a la Biofabrica del Complejo Cientifico-Pro-
ductivo de Biotecnologia, producir un total de 195 415 plantas de las especies Morera, Tithonia y el
pasto CT-115, durante un afio y tres meses. Ademas, la produccién del complejo puede contar con
nuevos productos para su comercializacion vy, asi, diversificar sus producciones.

CONCLUSIONES

Las estrategias desarrolladas constituyen alternativas viables para la produccion de semillas de
especies proteicas y forrajeras, de gran interés para el pais, que permitiran incrementar las areas
para la produccion de materia verde y la fabricacion de piensos para los diferentes tipos de ganado.
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