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INDUCCION Y MULTIPUCACION DE CALLOS in vitro EN TRES CULTIV ARES
COMERCIALES DE C~A DE AZUCAR (Saccharnm spp.)l/*
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Oscar Arias**

ABSTRACT

In vitro induction and multiplication of callus in three commercial cultivars
of sugar cane (Saccharnm spp). Shoot tips of three commercial cultivars of sugar
cane B 4362, H 44-3098 and H 54-775, were grown in vitro in the Murashige
and Skoog's medium supplement with 0, 1.5, 3, 4,5, and 6 mg/L of 2,4-0 in
order to induce callus formation. After a month of incubation, the size, the
organogenesis and the fresh weight of the callus for each treatment, were
determined. The results showed that 3 mgfL of 2,4-0 produced the most vigorous
callus. For the differentiation of the callus, 2,4-0 was substituted by 1 mg/L of
kinetin and the plantlets obtained were placed in the greenhouse and later in the
field. Calluses lost their capacity to regenerate plantlets after being incubated
for twenty two weeks, and subcultivated in one month intervals, in a medium
containg 3 mg/L of 2,4-0.

INTRODUCCION Los estudios sabre el cultivo de c61ulas y
tejidos de cafia de azdcar se iniciaron en Hawaii,

Las necesidades de mejoramiento gen6tico par Nickell (1964) quien desarroll6 la t6cnica pa-
en la cafia de azucar han conducido a log fitomejora- ra obtener masas callosas a partir de trozos de pa-
dares a establecer, junto a los programas conven- r6nquirna.
cionales de mejorarniento, la t6cnica del cultivo Posteriormente, Barba y Nickell (1969) y
in vitro de c61ulas y tejidos como una nueva alter- Heinz y Mee (1969) lograron regenerar plantulas
nativa para obtener variabilidad gen6tica. La t6c- de calla de azdcar a partir de lag masas callosas,
nica consiste en la formaci6n de callos a partir de las que tienen capacidad de formar meristemas
tejidos somaticos y la diferenciaci6n posterior de apicales, radicales 0 embrioides, Estas estructuras
plantas a partir de 6stos, 10 que permite, en el ca- organizadas pueden llegar a desarrollar plantas
so de la calla de azdcar, obtener variabilidad gen6- (Ho y Vasil, 1983).
tica, Esta se produce debido a que log tejidos de En investigaciones posteriores se han culti-
esta especie, aI cultivarse in vitro, manifiestan co- vado in vitro, con 6xito, diferentes tejidos de cafia
mo producto del mosaico cromos6mico que po- de azdcar (Liu, 1981) y se hall estudiado sustan-
seen, una alta frecuencia de variaci6n, que da co- cias auxlnicas para inducir y mantener la forma-
mo resultado plantulas con caractensticas dife- cion de callos. El 2,4-0 es la auxina mas utilizada
centes a lag de la planta de donde se tom6 el ma- para este proceso ya que promueve una divisi6n
terial de propagaci6n (Liu, 1981). acelerada de lag c61ulas (Irvine, 1983).

Hoy dla la inducci6n de la variabilidad gen6-
1/ Recibido para su publicacion el 7 de noviembre de tica en la cafia de azdcar par cultivo de callos ge-

1986. nera resultados practicos en la obtenci6n de sub-
clones resistentes a enfermedades (Krishnamurti,* Parte ~ la Tesis de Licenciatura en Fitotecnia 1977; Larkin y Scowcroft, 1983) tolerantes a la

de la pnmera autora, I ' ' d d (L ' 1981) d 1 d .6sa 1I11 a lU, , yea ta pro UCCI n y
** Centro de Investigaciones Agron6micas, Facultad contenido de sacarosa (Liu, 1981). Tambi6n se ha

de Agronom(a, Universidad de Costa Rica. encontrado una t6cnica para la propagaci6n ma-
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siva y rapida de subclones ya mejorados 0 libres Se hicieron cuatro subcultivos de los callos,
de virus (Hendre eta!, 1983; Lee, 1984). los dos primeros en media para proliferacion. En

Este trabajo tuvo como objetivo establecer el tercer subcultivo una parte de los callos se
los niveles apropiados de 2,4-D para la induccion mantuvo en el media de proliferaci6n y otra parte
y cultivo de callos de calia de azucar in vitro a en un media promotor de diferenciaci6n. POT ulti.
partir de apices de cultivaTes comerciales y dife- mo se pas6 el material en su totalidad al media de
renciar pIantulas a partir de ~stos. diferenciaci6n.

Los subcultivos se realizaron a intervalos de
un mes, y en cada uno se evalu6 el potencial mar.

MA TERIALES Y METODOS fogen~tico de los callos.

Se tomaron plantas de tres meses de edad de RESULTADOS Y DISCUSION
los cultivaTes B 4362, H 44-3098 y H 54-775.
Despu~s de eliminar el sistema radical y el exceso Formaci6n de callos
de follaje se cort6 un trozo de tallo de 5 cm que
incluyera el apice. Este material se desinfect6 con En general, todos los tratamientos presenta-
estreptomicina y benomil 2 gjL (1: 1) pOT 15 mi- Ton formaci6n de calla a partir de los apices de
nutos, luego se sumergi6 I minuto en alcohol de calia de azucar.
70% y posteriormente se agito durante 15 minu- EI cultivar B 4362 (Figura lA) mostro el
tos en una soluci6n de hipoclorito de sodio al mayor porcentaje de calla grande en los tratamien-
2,5%. POT ultimo, los trozos de tallo se lavaron tos de 3,0 mgjL y 4,5 mgjL de 2,4-D y presento
tres veces con agua destilada est~ril en una camara una disminuci6n del porcentaje en la dosis m4s aI-
de flujo laminar. ta. POT el contrario el porcentaje de callos de ta-

Luego de la desinfecci6n se procedi6 a la di- mafia mediano, se increment6 con esta Ultima
secci6n para extraer los apices con un tamano concentraci6n.
aproximado de 0,5 cm y cultivarlos en tub os de En el cultivar H 44-3098 el comportamiento
ensayo de 150 x 18 mm conteniendo 10 ml de rue similar al anterior (Figura IB), solamente va-
media. ri6 en que el mayor porcentaje de calla grande se

El media de cultivo consisti6 de las sales obtuvo con 3 mg/L de 2,4-D y disminuy6 a partir
inorg4nicas de Murashige y Skoog (1962), 100 de 4,5 mg/L.
mg/L de inositol, 1 mg/L de tiamina-HCl, 2% de La producci6n de calla de tamano grande
sacarosa, 10% vjv de agua de coco y 100 mgjL rue constante a partir de 3,0 mg/L de 2,4-D en
de cisteina como antioxidante. EI medio se ajusto el cultivar H 54-775 (Figura 1 C) y el porcentaje
a un pH de 5,7 antes de autoclavarse y se solidi- de callo mediano se mantuvo tambi~n constante
fico con 9 gjL de agar. a partir de esa dosis.

Se utilizaron como tratarnientos diferentes En los tres cultivaTes se observ6 que la for-
niveles de 2,4-D (acido 2,4 diclorofenoxiaceti- maci6n de calla organog~nico rue inversamente
co): testigo, 1,5; 3,0; 4,5 y 6,0 mg/L. Para cada proporcional a la concentraci6n de 2,4-D.
tratamiento se hicieron 30 repeticiones. Los resultados expuestos anteriormente in-

Los explantes se incubaron a la oscuridad dican que en general, la dosis de 3 mg/L de 2,4-D
una semana y luego se colocaron a la luz con un induce un desarrollo adecuado del tamano del ca-
fotoperfodo de 12 horas, una intensidad lumtnica llo, 10 que coincide con 10 que reportan varios in-
de 45 .uEjsegjm2 y una temperatura de 21 C par vestigadores para otros cultivaTes de cana de azucar
la noche y 29 C en el dla. (Liu, 1981). El tamano del calla no determina el

Un mes despues del inicio del experimento potencial morfogenetico de este, pero en esta es-
se evalu6 la formaci6n de calla de acuerdo a su ta- pecie un calla gran de significa la posibilidad de
mano y diferenciaci6n, expresados en relaci6n un mayor fraccionamiento del mismo en el.mo-
porcentual. Tambi~n se hizo una relaci6n de pesos menta de subcultivarlo, 10 que produce un ndmero
frescos para obtener el tndice de crecimiento elevado de nuevas callos en cultivo y aumenta la
relativo de los explantes y se realiz6 un analisis probabilidad de inducir variabilidad gen~tica.
de varianza a los valores de peso fresco fmal de Las concentraciones menores a 3 mg/L
los callos. de 2,4-D no son adecuadas porque permiten la
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TIPOSl>lCAllOAD...",.. ,.,..,.. ..", Cuadro 1. Peso fresco (g) promedio de 10s tratamientos
90 ~ m.",,~,.,.. ,n., con 2.4-D.
80 , "...,..., ~ 70 ~ ,.,. Cultivar* - - -~

- 60 Tratamientos de 2,4-D

~ : ,

, (mg/L) B 4362 H 44-3098 H 54-775

30 1 0,0 1,08 a** 1,44 bc 0,48 c
'0 : I- I I

10 ! I 1,5 1,33 a 2,02 a 1,34 ab
0

,IS 30 45 60 3,0 1,21 a 1,82a 1,28ab

2,4-D (mg/L -1)B TIPOS DE CAllO 4,5 1,13 a 1,51 b 1,36 a
90 0.,.",.".,...,. "'.
80 ~..,:..".,..,..., 6,0 1,12a 1,36bc 1,18b

,-.70 .""""..,-.,., ~ 60 0", ,.", * Cada cultiyar representa un bloque. --
-; so ** Valores con una misma letra son significativamente
= 40 . 1 "

la b d 1~ 30 Igua es entre 51, segun prue a e Duncan a 0,05.

20
10 sis. Sin embargo, el trata~ento de 1,5 mg/L de
0 2,4-D presenta en todos los cultivaTes un porcenta-

415 60 je considerable de callo organog~nico no deseado,
2,4 - D (rng/L - ) 1 al d b 1. d alC TIPOS O[ CAllO e cu no rue e seT su cu tlva 0 porque provo-

90 0...",.. ,.,." .. . ,." carse la regeneraci6n inmediata de estructuras or-
80 ~.,"'~,." ,' ganog~nicas limita las condiciones para inducirva-

,-. 70 : .,.." ,..,. . "." riabilidad gen~tica, (Figura 1). POT el contrario la
~: .0 ., ".", dosis de 3 mg/L de 2,4-D da un porcentaje alto de

a 40 formaci6n de callo gran de y mediano.
30 El comportamiento inicial que se observa en
20 el primer subcultivo con las dosis superiores a
I: 3 mg/L de 2,4-D en las que el porcentaje de callo

0 IS 30 45 60 grande disminuye paralelamente al fndice de creci-
2,4 - D (mg/L -1) rniento relativo y en donde aumenta el porcentaje

. de calla mediano, puede seT producto de varios fe-
Fig. 1. Efecto de las dosis de 2,4-D en media Murashige I; . ) 1 .. I; .Y Skoog (1962) soble el tamafio de callos de 10s numenos. a que e summlstro exugeno de auxma

cultiyares: A) B 4362 B) H 44-3098 C) H 54- (2,4-D) supla las necesidades end6genas del explan-
775 despu~s de seis semanas de iniciado el culti- te y esta sustancia se almacene en forma conjuga-
Yo. da con algunos azucares, 10 que permite mantener

diferenciaci6n rapida del calla 10 que limita el un crecimiento lento del callo (Gresshoff, 1978);
numero de subcultivos que se pueden realizar. b) que las concentraciones de 2,4-D superiores a

EI desarrollo de callos que se observ6 en el 3 mg/L sean t6xicas al explante, 10 que lirnitarta
tratamiento testigo, en ausencia de 2,4-D, puede su crecimiento; c) que en la rase de calla la inesta-
explicarse par la presencia en el explante inicial bilidad gen~tica produce diferentes niveles de
de un nivel end6geno de auxina elevado que per- ploidta y variaci6n en la estructura,morfologta y
mite la proliferaci6n celular; 0 par la aplicaci6n bioqutmica de los cromosomas, incluyendo cam.
ex6gena de agua de coco al media, ya que se in- bios a nivel nucle6tico (Scowcroft, 1984) 10 que
forma que ~sta posee contenidos variables de au- provocarta la p~rdida de algunas c&ulas no aptas
xina, giberelinas y citocininas, las cuales, salas 0 para multiplicarse; d) par ultimo, se puede consi-
en combinaci6n, suelen estimular el desarrollo defaT la posibilidad de que los callos est~n en la
del calla en algunas especies (Dix y Van Staden, rase inicial del estado de habituaci6n en la cuallas
1982; Van Staden y Orewes, 1974). c~lulas adquieren la capacidad de satisfacer auto-

La Figura 2 indica que la curva de crecimien- tr6ficamente las necesidades de auxina, 10 que pro-
to relativo de los callos llega al punta mhimo con vocarta la competencia entre las c~lulas habituadas
1,5 mg/L de 2,4-D y disminuye a partir de esta do- y las no habituadas, produci~ndose la senescencia
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Fig. 2. Indice,de crecirniento relativo (ICR) de 10s cultivaTes B 4362, H 44-3098 y H 54-775 como respuesta a los
tratamlentos con 2,4-D,

Cuadro 2. Desviacion estandar y coeficiente de variacion de cada tratamiento y cultivar.

Tratamientos 2,4-D mg/L

Cultivar 0 1,5 3,0 4,5 :. 6,0

vIS" CV% v'S CV% v'S CV% ys CV% v'S CV%

B 4362 0,62 57,4 0,39 29,3 0,27 22,3 0,23 20,3 0,26 23,2

H 44-3098 0,73 50,7 0,34 16,8 0,28 15,4 0,40 26,5 0,45 33,1

H 54-775 0,21 43,7 0,33 24,6 0,38 29,7 0,36 26,5 0,44 37,3

de ~stas fIltimas (pech, 1978). Cualquiera de estos El coeficiente de variaci6n y la desviaci6n
cuatro fen6menos podrian ser la explicaci6n de la estandar (Cuadro 2) tendieron a disminuir a medi-
p~rdida de peso de log callos que se observa en la da que aument6 la concentraci6n de 2,4-D, en to-
Figura 2. Sin embargo, el anaIisis estadistico no dog log cultivares.
mostr6 diferencias significativas en la p~rdida de Este fen6meno se puede atribuir a que en el
peso entre log tratamientos. tratamiento testigo el explante inicial posee reIulas

El anaIisis de varianza que se realiz6 a log diferenciadas que expresan su potencialidad y con-
datos de peso fresco final de log callos de cada cuI- tinflan el crecimiento sin que se interrumpa este
tivar (Cuadro 1) indica que el B 4362 no mostr6 proceso par un factor externo, par 10 que la res-
diferencias significativas entre log tratarnientos. En puesta organog~nica se va a manifestar de acuerdo
el cultivar H 44-3098 no se encontr6 diferencias a la diversidad de tejidos presentes, 10 que podria
significativas entre 1,5 mg/L y 3,0 mg/L de 2,4-D, inducir un mayor coeficiente de variaci6n y des-
pero si entre ~stos y log demas tratamientos. El viaci6n estandar.
cultivar H 54-775 no diD diferencias significativas En el caso en que se suministra ex6gena-
entre lag dosis 2,4-D, fInicamente entre log trata- mente un regulador de crecimiento, el proceso
rnientos con auxina y el testigo. de diferenciaci6n celular se bloquea para inducir
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cultivos sucesivos del callo el potencial morfoge-

~ 9 semanas netico de este disminuyo, presentando alas 18 se-

30 manas una perdida importante de la capacidad de

~ 18 semanas regeneracion (Figura 3) hasta llegar a 0% luego de
8 22 semanas de iniciado el cultivo.

.S . 22 semanas Esta ' d.d d 1 . 1 .
'Q) per 1 a e potencla morfogenetlco
g se debe a 10 que se considera un estado de habitua-

~ 20 ci6n del material, que corresponde a una altera-

~ ci6n de log requerimientos ex6genos de regulado-

~ res de crecimiento (Bins, 1981; Meins, 1982). La

u causa de la habituaci6n se atribuye a un cambio

~ 10 epigen~tico en la expresi6n de un gen que esta

normalmente inactivo (Meins, 1982). Este fen6me-

no es caracterlstico de varias especies cultivadas

in vitro, pero en calla de azflcar es necesario es-

tudios mas profundos que permitan detectar y

controlar la causa de ~ste.

B 4362 H 44-3098 H 54-775 Sin embargo para efectos de la aplicaci6n

Cu1tivares de esta metodolog!a se puede concluir que la

Fig. 3. Disminuci6n 001 potencial morfogen~tico de mejor dosis de 2,4-D para la formaci6n de callo

10s callos, al cabo de 22 semanas de iniciado e1 es de 3 mg/L y que esta dosis puede mantenerse

cu1tivo. en la rase de subcultivo. Para obviar en esta rase

una dediferenciaci6n de log tejidos y establecer el fen6meno de habituaci6n es recomendable

la rase de callo, en la cual todas las c~lulas presen- que en cada subcul~ivo de log ~allos, el 50% se

tan un estado indiferenciado, 10 que se refleja en un transfiera a un medl~ para la dtferenciaci6n y el

coeficiente de variaci6n y desviaci6n estandar ba- OtTO 50% del matenal se mantenga en el medio

jOg, para la proliferaci6n del mismo. Esta propor-

ci6n permitir!a detectar el inicio de la habitua-

Diferenciaci6n de callos ci6n y desechar en ese momento los callos habi-

tuados e iniciar de nuevo el cultivo de apices.

Para inducir la diferenciaci6n de los callos, S~ este procedimiento se lleva a cabo la proyec-

se sustituy6 el 2,4-D pOT 1 mg/L de kinetina y en c~6n en cuanto a producci6n de callos puede es-

este medio se favoreci6 el desarrollo de plantulas tJInarse a partir de 50 apices, en 6.500 callos seis

de los cultivaTes H 44-3098 y B 4362, y se logr6 meses despu~s de que se inicia el cultivo in vitro.

obtener un promedio de 20 plantulas por callo. Estos ,dat.os demuestran que la metodolo-

Estas se cultivaron en el invernadero y luego en ?!a qu~ se Slgu16. en esta investigaci6n permite la

el campo; en estas rases el material present6 una mducc16n y culuvo de un nflmero importante de

adaptaci6n facil a las condiciones no est~riles. c,allos que pueden regenerar plantulas con posibi-

En el caso del cultivar H 54-775 los callos que se lidades de seT gen~ticamente diferentes entre s!

dife~enciaron, desarrollaron brotes albinos, que y pOT 10 ~nto podrfan. integrarse a un programa

sufneron una rapida oxidaci6n, pOT 10 que no se de, evaluac16n y selecc16n para fines de mejora-

pudo obtener plantulas de este cultivar. mlento,

Los resultados de las evaluaciones de las
plantulas obtenidas en este experimento se pre- RESUMEN

sentaran en Villalobos y Arias (1987). Se cultivaron in vitro apices de tres cultiva-

res comerciales de cai'ia de azucar B 436'")

Subcultivo de callos H 44-3098 Y H 54-775, en el medio de Mlirash(g~

y Skoog suplementado con 0; 1,5; 3,0; 4,5 Y 6,0

Los callos que no se cultivaron en el medio mg/L de 2,4-D para inducir la fonnacion de callo

para.la diferenciaci6n, fueron subcultivados en el A} cabo de un mes se evaluo el tamai'io, la organo~

medlo con 2,4-D. A medida que se realizaron sub- genesis y el peso fresco de log callos obtenidos en
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cada tratamiento. Los resultados indicaron que la KRISHNAMURTI, M. 1977. Sugar cane improvement
dosis de 3 mg/Lde 2,4-D produce el mejor calla. !hrough tissue culture. Pla~t Breedi~gs. Proceed-

Para la diferenciaci6n del callo se sustituy6 mgs of Congres~ of Inte~ational Society of Sugar
I 4 D g/L d k .. b l~- Cane Technologists 16 (1).23-28.e 2,. par 1 m e metina y se 0 tuvo p all-

tulas que se llevaron al invemadero y luego al cam- LARKIN, P. J.; SCOWCROFT, W. R. 1983. Somaclonal
po. variation and eyespot toxin tolerance in sugar cane.

Los callos se subcultivaron a intervalos de ~art Cell, Tissue and Organ Culture 2 (2): 111-
un roes, en el media con 3 mg/L de 2,4-D y pre- .

sentaron al cabo de 22 semanas de cultivo p~rdida LEE, T. S.. 1984. Micropropag~cao de cana-de-afucar
de su capacidad de regeneraci6n. atraves de cultura de meristema apical Saccha-

rum 8(35):36-39.
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