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ABSTRACT

Preliminary field evaluation of sugar cane (Saccharum spp. cv B 4362)
plants obtained by in vifro culture. Plantlets of sugar cane from the susceptible
rust cultivar B 4362 were differentiated beginning from the calluses cultivated
in vitro, in a Murashige and Skoog medium supplemented with 1 mg/L of
kinetina. The organogenesis was complete and obtained plantlets were placed
in a greenhouse for their adaptation in non aseptic conditions and then taken
to the field. Morphological variations and incidence of rust (Puccinia spp.) were
evaluated in this step. The most frecuent morphological changes were the inter-
nodes length and diameter, leaves width bud position respect to the growth ring
and the auricle size. When the incidence of rust was evaluated just seven out of
22 plants showed reductions in the incidence percentage.

INTRODUCCION

Los cultivares comerciales de cafia de azlcar
son hibridos interespecificos muy complejos, que
poseen complementos cromosomicos de alta poli-
ploidia y que se obtuvieron a partir de las cinco
especies de Saccharum, gracias a muchos afios de
seleccion y mejoramiento utilizando los métodos
convencionales.

Debido a la riqueza de germoplasma de la
cafia de azicar, se ha logrado seleccionar cultivares
para satisfacer las necesidades agricolas e industria-
les en un amplio rango geogrifico y en diversas
condiciones ambientales. Sin embargo, la seleccion
de estos materiales por medio de los métodos con-
vencionales requiere de 10 a 15 afios para produ-
cir un cultivar mejorado.

En los altimos afios, varios programas de me-
joramiento de cafia de azicar incluyeron el cultivo
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de tejidos como un instrumento para la induccion
de variabilidad mediante la produccién in vitro de
callos. Con esta técnica en este cultivo se manifies-
ta una alta frecuencia de variacién producto del
mosaico cromosoémico, por lo que es posible en
poco tiempo, obtener plantulas con caracteristicas
cromosomicas y morfoldgicas diferentes a las de la
planta de donde se tomé el material de propaga-
cién (Krishnamurti, 1981; Liu, 1981).

Mediante el cultivo in vitro de células y teji-
dos de cafia de azlcar, generalmente ocurren varia-
ciones en pocas caracteristicas fenotipicas y (o) ge-
notipicas (Sreenivasan y Jalaja, 1983) ya que no
se presenta recombinacion genética como en el
caso de un cruce sexual. Por lo tanto, esta técnica
permite mejorar cultivares que poseen buenas ca-
racteristicas agrondmicas pero que en el proceso
de seleccién convencional deben eliminarse por la
presencia de una o dos caracteristicas desfavora-
bles.

Los informes sobre la utilizacion de esta téc-
nica indican que se ha logrado seleccionar subclo-
nes resistentes a enfermedades (Krishnamurti,
1981; Larkin y Scowcroft, 1981), tolerantes a la
salinidad y de alta produccion y contenido de saca-
rosa (Liu, 1981). También se mejoro la forma, el
tamafio y la apariencia de la hoja, el porte de la
planta y el didmetro de los tallos (Irvine, 1984;
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Sreenivasan y Jalaja, 1983). Otras investigaciones
mencionan mejoramiento en la brotadura, flora-
cién, porcentaje de fibra y otros (Krishnamurti,
1981).

El propdsito de esta investigacion fue eva-
luar algunas caracteristicas morfolégicas y la in-
cidencia de la roya (Puccinia spp.) en las plantas
regeneradas por cultivo in vitro de callos del cul-
tivar B 4362, en comparacion con plantas propa-
gadas por el método convencional.

MATERIALES Y METODOS

Para la induccion de callos se aplicé la meto-
dologia establecida por Villalobos y Arias (1987);
en el cultivar B 4362, de buenas caracteristicas
agronomicas pero susceptible a la roya.

Una vez que se desarrollaron los callos se di-

vidieron y subcultivaron cuatro veces a intervalos
de un mes para tratar de inducir variabilidad.
En la fase de diferenciacion del callo se us6 el me-
dio de Murashige y Skoog, (1962) suplementado
con 10 % (v/v) de agua de coco, 0,4 g/L de caseina
y 1 mg/L de kinetina. El pH se ajusto a 5,7, el me-
dio se solidifico con 8 g/L de agar y se autoclavé a
1,5 kg/cm? y 121 © C durante 15 minutos.

Cuando las plantulas alcanzaron aproximada-
mente 10 cm de altura se transfirieron al inverna-
dero y se cultivaron en una mezcla de arena y ver-
miculita (2:1) estéril. Una vez por semana se aplico
solucién Hoagland hasta que las plantas alcanzaron
una altura de 20 cm. Finalmente se tomé una
muestra de 30 plantas y se llevo al campo.

La etapa de campo se realizé en la finca del
Departamento de Investigaciones y Extension de la
Cafia de Azucar ubicada en Santa Gertrudis de
Grecia, provincia de Alajuela.

Las plantas se mantuvieron una semana en
un invernadero abierto para que se adaptaran a las
condiciones de la zona y, posteriormente, se sem-
braron en el campo. Al cabo de seis meses se reali-
z6 la evaluacion de la incidencia de la roya Pucci-
nia spp., mediante una escala visual utilizada por
IIA/PLANALSUCAR en Brasil (1977). Luego de
10 meses de cultivo se evaluaron las siguientes ca-
racteristicas morfoldgicas, compardndolas con las
del cultivar B 4362 propagado convencionalmente:
apariencia general (porte, color y despaje); hoja
(forma, color y ancho); vaina (pubescencia, color
externo e interno y tamafio de la auricula); entre-
nudo (forma, color, depresion, anillo ceroso, es-
trias y didmetro); nudo (anillo de crecimiento,

punto de germinacion, alas y pubescencia). Todos
los datos se expresaron en relacion porcentual. No
se realizd anilisis estadistico por tratarse de una
evaluacion preliminar.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 resume los resultados obtenidos
desde la fase de diferenciacién de callos in vitro,
hasta el cultivo de los materiales en el campo. Se
observa como el callo se diferencid; posteriormen-
te las plintulas se desarrollaron en el invernadero,
para luego crecer en el campo, con el manejo agro-
némico tradicional para cafia de azdcar. En gene-
ral, se encontrd que las plantulas de cafia de aztcar
obtenidas por cultivo in vitro se adaptaron con fa-
cilidad a las condiciones no asépticas siempre que
existiera buen drenaje, lo que demuestra que son
muy risticas y soportan bien el cambio de condi-
ciones ambientales.

Al cabo de seis meses en el campo se evalud
la incidencia de la roya, comparando las plantas
obtenidas por cultivo in vitro con las plantas origi-
nales del cultivar B 4362, susceptible a este pato-
geno, que sirvieron como testigo. Este testigo pre-
sentd en las hojas evaluadas de tres tallos de la
planta, mis del 30 % de incidencia. Se encontré
(Cuadro 1) que de los materiales derivados in vitro
del cultivar B 4362 solamente las plantas nimero
1, 12, 14, 16, 20, 21 y 22 presentaron en las hojas
3 y4un 15 %y 30 %de incidencia, respectivamen-
te. Las hojas 5 y 6 mostraron una incidencia ma-
yor al 30 % . Las restantes 15 plantas presentaron
en todas sus hojas un 30 %o mds de incidencia del
patogeno, similar a lo que se encontrd en el testi-
go0.

Las reducciones que se encontraron en el
porcentaje de incidencia de la roya fueron pocas,
concentradas principalmente en las hojas 3 y 4 que
son las mds jovenes, lo que indica poca variacion
con respecto a la susceptibilidad al patégeno. Sin
embargo, estos materiales pueden ser sometidos a
un nuevo ciclo de cultivo in vitro para tratar de in-
ducir mayor tolerancia.

La otra variable que se evaluo fue el cambio
en las caracteristicas morfologicas de los materia-
les. Es importante mencionar que se usé este tipo
de evaluacion cualitativa, ya que en la cafia de azi-
car el conteo de cromosomas y la deteccion de va-
riaciones en la estructura de estos es muy laboriosa
debido a su gran ndmero y tamafio reducido. Para
los fines de esta investigacion se consideré que las
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Fig. 1. A. Diferenciacion del callo.
B

. Planta en la fase de invernadero lista para llevar al campo.

. Plantas con cuatro semanas del transplante al campo.

o 0

Parcela de plantas obtenidas del cultivar B 4362 por cultivo in vitro, al cabo de 24 semanas del trans-
plante al campo. :
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Cuadro 1. Evaluacion de la incidencia de la roya Pucci-
nia spp. en plantas de cafia de azlicar obteni-
das por cultivo in vitro del cultivar B 4362.

Numero Numero Porcentaje de infeccion

de la planta de hoja niimero de tallos

1 2 3

3 15 15 15

1 4 30 15 30
5 15 30 30

6 15 30 30

3 15 15 15

4 30 30 15

12 5 30 +30 30
6 30 +30 +30

3 15 15 15

4 30 30 30

14 5 + 30 +30 +30
6 +30 +30 +30

3 15 15 30

4 30 30 15

16 5 30 +30 +30
6 +30 - ——

3 30 15 15

4 30 15 30

20 5 +30 15 30
6 +30 — +30

3 15 15 15

4 30 30 30

21 5 +30 — +30
6 +30 - +30

3 30 15 15

4 30 15 30

22 5 130 +30 +30
6 +30 — ——

variaciones fenotipicas son indicativas del poten-
cial de variabilidad que presenta el cultivar B 4362.
En el Cuadro 2 se observan las caracteristicas
que presentaron mayor frecuencia de variacion y el
porcentaje de plantas que sufrieron cambios en la
morfologia. Se encontré que el ancho de la hoja, la
pubescencia de la vaina, el tamafio de las auriculas
y el didmetro del tallo fueron las caracteristicas
que variaron en mds del 60 % de las plantas obte-
nidas a partir del cultivo in vitro. Las caracteristi-
cas como porte, largo de los entrenudos y posicion
de la yema con respecto al anillo de crecimiento,
presentaron menos del 50 % de variacion.

Cuadro 2.  Evaluacion de algunas caracteristicas morfo-
logicas de plantas de cafia de azicar, cultivar
B 4362 obtenidas del cultivo de callos en
comparacion con el cultivar original *.

Caracteristicas Porcentaje de plantas Porcentaje de

morfoldgicas diferentes a B 4362 plantas similares

a B 4362

Porte 40,9 59,1

Ancho de la 68,2 31,8

hoja

Pubescencia 63,6 36,4

de la vaina

Tamaiio de las 68,0 32,0

auriculas

Posicion de 54,5 45,5

la yema

Largo de los 13,6 86,4

entrenudos

Diametro del 63,6 36,4

tallo

* Muestra evaluada: 22 plantas.

En la Figura 2 se observaron los casos mds
evidentes en que se encontrd diferencias morfold-
gicas con el cultivar B 4362.

Los resultados sugieren que es posible obte-
ner cambios en la morfologia de los cultivares que
presentan caracteristicas fenotipicas limitantes en
la seleccién y que podrian corregirse con la aplica-
cion de la técnica del cultivo in vitro, tal y como se
realiz6 en los cultivares Co 7704 (Sreenivasan y Ja-
laja, 1983)y en los cultivares H 68-56, CP 63-357,
CP 76-366, NCO 310 y CP 55-30 (Irvine, 1984).

La variacion en las caracteristicas morfologi-
cas obtenidas en esta investigacién son concordan-
tes con las obtenidas por otros investigadores en
cafia de azucar (Frias et al., 1975; Irvine, 1984;
Scowcroft y Larkin, 1982; Heinz y Mee, 1971)
quienes informan haber obtenido una alta frecuen-
cia de variacion en las caracteristicas morfolégicas
del tallo y las hojas.

Estas variaciones son atribuidas principal-
mente a las caracteristicas intrinsecas de la cafia
que se modifica ficilmente cuando se cultiva in vi-
troy al efecto de los reguladores de crecimiento en
el medio, particularmente el 2,4-D. Este compues-
to ha sido sefialado como mutagénico cuando se
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Fig. 2. Variacion en el ancho de las hojas.
Variacion en el tamafio de la auricula.

Diferencia en la posicion de la yema con respecto al anillo de crecimiento.

A.
B.
C.
D.

Cambios en el largo y didmetro de los entrenudos.

(a) cultivar B4362y (aj , a5,....) materiales derivados del B 4362 por cultivo in vitro.
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usa como agente inductor de callo (Bayliss, 1980;
Irvine et al., 1983; Yeoman y Forche, 1980).

En conclusidn, los resultados de esta investi-
gacion indican dos aspectos sobresalientes que
ameritan un seguimiento futuro de las plantas ob-
tenidas: el primero es la aparente tolerancia a la
roya observada en algunas de las plantas obtenidas
y en segundo término la variacion en las caracteris-
ticas morfologicas que se evaluaron 10 meses des-
pués de la siembra definitiva en el campo y que
muy probablemente no estén influidas por
cambios epigenéticos de cardcter temporal. Ambos
fenomenos, puestos en evidencia en esta investiga-
cién, demuestran que el cultivar B 4362 podria,
muy probablemente, mejorarse en algunas de sus
caracteristicas agronomicas mediante el uso de las
técnicas del cultivo de tejidos.

Finalmente, conviene sefialar que con los da-
tos acumulados en esta investigacion se estima que
se podrian obtener 200.000 plantas, cinco meses
después de que se inicia el cultivo in vitro, todas
con posibilidades de ser diferentes al cultivar que
se us6 como material de propagacion.

RESUMEN

Se diferenciaron plantulas de cafia de aziicar
del cultivar B 4362 susceptible a la roya, a partir
de callos cultivados in vitro, en un medio de Mura-
shige y Skoog suplementado con 1 mg/L de kine-
tina. La organogénesis fue completa y se obtuvie-
ron pldntulas, que se llevaron al invernadero para
su adaptacién a condiciones no asépticas y luego
al campo. En esta fase se evaluaron en forma semi-
cuantitativa dos variables: las variaciones morfol6-
gicas y la incidencia de la roya (Puccinia spp.). Los
cambios morfologicos mds frecuentes fueron el
didmetro y el largo de los entrenudos, el ancho de
las hojas, la posicion de la yema con respecto al
anillo de crecimiento y el tamafio de las auriculas.
De 22 plantas, sOlo siete presentaron reducciones
en el porcentaje de incidencia de la roya.
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