Cultivo de tejidos en la cafia de azicar

En el laboratorio del autor, el escaso enraizamiento es més frecuente en
las plantas provenientes de la micropropagacién. Se han investigado
medios de cultivo que aseguren el enraizamiento y una alta supervivencia
de los plantines en la fase de campo.

Para inducir el enraizamiento de las plantas provenientes del cultivo de
tejidos, se ensayaron combinaciones (en diferente concentracién) de sales
minerales, sacarosa y carbon activado; también se ensayo la presencia o
ausencia de agua de coco. Los mejores resultados se obtuv1eron conlosdos
tratamientos siguientes:

a. Elmedio de regeneracién de Heinz y Mee (1969) a la mitad de su
concentracién + carbén activado (5 g/litro) + 9% (p/v) de saca-
rosa.

b. Totalidad de la concentracién de las sales minerales del medio MS
(1962) mas 4% de sacarosa (sin agua de coco).

Un alto contenido de sacarosa en los medios de cultivo provoca un bajo
porcentaje de supervivencia in vitro, a causa probablemente del €levado
valor osmético de estos medios. Para la induccién del enraizamiento in
vitro en plantas de 3a 5 cm de altura se recomiendan siempre contenidos de
sacarosa de 4% a 5% (p/ v). Cuando no se agrega agua de coco, se obtiene
un mejor desarrollo radicular y mayor longitud de las raices de las plantu-
las. Maretzki y Hisaki (1980) proponen un medio que contenga de 7% a 9%
de sacarosa y la mitad de la concentracion de las sales de MS.

Lainduccién del enraizamiento en las plantas provenientes de la micro-
propagacion es mas dificil a causa de las altas concentraciones de citoci-
nina (en especial, de 6-bencilaminopurina) que se agregan a esos medios de
cultivo para provocar el ahijamiento. Antes de pasar estas plantas a un
medio de enraizamiento, deben separarse bien los tallos individuales, y se
les deben retirar los tejidos necrosados de consistencia dura y coloracién
oscura que se les acumulen alrededor del cuello durante al fase de
ahijamiento. '

Se ensayaron entonces medios de cultivo basados en la totalidad de la
concentracion de las sales minerales propuestas por Murashige y Skoog
(1962) y con diferentes concentraciones y combinaciones de los siguientes
componentes:

- Hormonas: dcido 3-indolacético (AIA), 4cido indol-3-butirico (AIB),
4cido naftalenacético (ANA), y é4cido giberélico (GA;)

- Vitaminas: 4cido nicotinico, piridoxina (Vit. B6), tiamina (Vit. Bl),
glicina, acido L-ascérbico y mioinositol.
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- Aminoacidos: arginina.
- Sacarosa (principal fuente de carbohidratos).
- Agua de coco.

L.os resultados indicaron que para inducir el enraizamiento en las plan-
tas de cafia de azicar provenientes de la micropropagacion debe emplearse
uno de los siguientes medios de cultivo:

Medio A: Sales minerales de MS (concentracién total) -+ acido nicotinico
(4 mg/litro) + piridoxina o Vit. B6 (2.5 mg/ litro) -+ tiamina o
Vit. B1 (3 mg/litro) + glicina (2.5 mg/litro) + AIA (7.4 mg/li-
tro) -+ 6% (p/v) de sacarosa.

Medio B: Sales minerales de MS (concentracion total) + ALA (7.4 mg/ li-
tro) -+ 6% (p/v) de sacarosa.

En la Figura 25.6 s¢ aprecian las diferencias que presentan las plantulas
desarrolladas en cuatro de los medios probados, 4 semanas después de ser
pasadas a dichos medios. Las plantas marcadas [ y 111 en la foto proceden
de los medio A y B, respectivamente.

v

Figura 25.6. Influencia de cuatro medios de cultivo en el enraizamicnto de plantulas decaiia
de azdear obtenidas por micropropagacion.
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En estos dos medios de cultivo se obtuvieron plantas con raices abun-
dantes y de gran longitud; las plantas adquirian ademés gran altura y
vigor, sumortalidad in vitro era nula y dieron porcentajes de supervivencia
muy altos en el trasplante a tierra. Ademas, estos medios garantizaban de
cinco a seis hijos por cada planta pasada a ellos, en un periodo de 4
semanas; este hecho tiene gran importancia, ya que esas plantas provenian
de lamicropropagacidn y, por ello, aumenta atin mas el nimero de plantas
aptas para ser pasadas a tierra.

Suspensiones Celulares

El primer informe de la regeneracién de plantas a partir de suspensiones
fue hecho por Heinz y Mee (1971). Para establecer suspensiones deben
emplearse callos friables, es decir, altamente morfogénicos; Liu (1983)
recomienda que sean del quinto al séptimo pase. El procedimiento es el
siguiente:

1) Seleccionar callos friables de los pases 3 y 4.

2) Inoculardel a3 gde callosen 50 ml del medio MS suplementado con
500 mg/ litro de caseina hidrolizada, 3 mg/litro de 2,4-D, 10% de agua
de coco y 20 g/litro de sacarosa, en un Erlenmeyer de 250 ml.

3) Agitar aplicando de 120 a 150 rpm.

4) Cada 3 dias, decantar la parte superior (que se desecha) y afiadir la
misma cantidad de medio eliminado.

5) Cuando predominen las células meristematicas aisladas, filtrar en
malla de 150 a 300 uym de didmetro.

6) Centrifugar a 100g de 5 a 10 minutos.

7) Tomar el precipitado y emplearlo para plaquear o para hacer un nuevo
subcultivo.

Hay diversos medios de cultivo para obtener la desagregacién de sus-
pensiones celulares (Liu, 1983; Wai y Vasil, 1983; Martinez et al., 1984).
Los resultados obtenidos en el laboratorio de la Universidad Central de
Las Villas muestran que el agua de coco y la caseina hidrolizada son
importantes. Combinando ambos elementos se han podido establecer
suspensiones en un tiempo de 12 a 15 dias.

Las suspensiones celulares estin compuestas basicamente por dos tipos
de células. Las embriogénicas son pequefias, de abundante citoplasma, se
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dividen activamente, y su nucleo es prominente. Estas células se presentan
aisladas o formando un nicleo meristemético de hasta 50 células; su grado
de disociacién depende del genotipo. Las otras células que predominan
son las parenquimatosas, que son largas, vacuoladas, a menudo elonga-
das, y con citoplasma tenue. Al iniciarse el trabajo, aparecen también en
las suspensiones las células gigantes: éstas y las parenquimatosas se elimi-
nan por decantacién, paso que se hara seguin las células que predominen en
la suspensién. En la Figura 25.7 aparecen los tres tipos de células que se
presentan en una suspension.

Seestablecid una suspension y se subcultivé. Se encontré entonces que,
en todas las variedades estudiadas, aumentaba rapidamente el nimero de
células a partir del dia 4, el dia 8 alcanzaba el maximo crecimiento, y
después descendia bruscamente. Estos resultados indican que los subculti-
vos no deben durar mas de 8 dias. Iguales resultados fueron hallados por
Liu (1983).

Para evaluar la vitalidad de las células, el azul de Evans al 5% resultd
efectivo porque penetra en las células muertas; éstas puedenllegar hastael
20% del total de células en una suspension. Este método empleado por
Graft en 1971, fue aplicado por Thorpe (1981) y Martinez et al. (1984).

La duraci6n de estas suspensiones llega a 2 afios (Wai y Vasil, 1983) sin
que pierdan su capacidad de regeneracién, y se ha comunicado el mante-
nimiento de suspensiones durante 6 afios. Martinez et al. (1984) encontra-
ron que las células perdian rapidamente la capacidad de regenerar plantas,
aunque se conocen suspensiones de cafia de azicar de 32 meses que no
perdieron esa capacidad.

Mas dificil que la obtencién de la suspensiones es la regeneracién de
plantas a partir de aquéllas. En esta etapa, la composicidon del medio es
muy importante. El medio MS suplementado con 500 mg/litro de caseina
hidrolizada, 10% de agua de coco, y 1 mg/litro de 2,4-D resulté adecuado
para la formacién de callos friables y altamente regenerativos. Mayor
informacién sobre la técnica de las suspensiones aparece en Thom et al.
(1981), Wai y Vasil (1983), Liu (1983) y Cougall (1980).

Cultivo de Anteras

Varios investigadores han estudiado el cultivo de anteras en la cafia de
azicar, pero s6lo Maureen y Moore (1983) obtuvieron plantas haploides
partiendo de anteras inmaduras de ocho clones y de tres hibridos, que
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Figura 25.7. Tres tipos de células que ocurren en una suspension celular de cafia de azicar.
A)células parenquimatosas; B) células meristemdticas; C) células gigantes que
aparccen, formando agregados, al inicio de la suspension,
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incubaron durante 21 dias. Emplearon el medio MS variando la sacarosa
de 30 a 90 g/litro con 2 mg/litro de 2,4-D y 5 mg/litro de cinetina; otro
medio empleado fue MS mas 30 g/litro de sacarosa, 1 mg/litro de 2,4-D,
1 mg/litro de AIA,y 1 mg/litro de BAP. La temperatura de incubaci6n fue
de 27 °C. De los 7 a los 14 dias las anteras se colocaron sobre callos que
tenian de 2 a4 semanas. Parala regeneracion se emple6 el medio de Heinz
et al. (1977). De los 11 materiales ensayados s6lo dos produjeron plantas,
una haploide y otra diploide. Los autores concluyeron que fue beneficioso
el tratamiento térmico.

Maud y Maureen (1984) trabajaron con cinco clones de Saccharum
spontaneum; cortaron los tallos a los pocos dias de la floracién y los
colocaron a 4 °C durante 58 horas. Los segmentos de inflorescenciade 5 cm
de largo, previamente desinfectados, se colocaron en un medio MS con 6%
de sacarosa, 1 mg/litro de 2,4-D y 1 mg/litro de BAP, y se incubaron
durante 3 semanas en la oscuridad. Los autores evaluaron la viabilidad de
las anteras mediante diacetato de fluoresceina. En los estudios de medio de
cultivo, los mejores fueron el medio Ny el MS, este (iltimo con todas o con.
la mitad de las sales, respectivamente. Hallaron también que se incremen-
taban las microsporas formadoras de callo si se eliminaban las no viables y
se reducian en el medio la sacarosay el NH,NO;. Concluyeron que para el
cultivo de anteras se requerfan, durante todo el proceso, medios y condi-
ciones ambientales distintas, asf como manipulaciones apropiadas. De los
cinco clones ensayados; s6lo tres produjeron microsporas.

Los resultados obtenidos indican que en el cultivo de anteras de cafia de
azucar se deben controlar muchos factores, como el genotipo de las plantas
donantes, pero que esta técnica podra emplearse pronto en el mejora-
miento genético de 1a cafia.

Cultivo de Protoplastos

Los protoplastos tendrén, en la cafia y en otros cultivos, gran importancia
en el futuro por las ventajas que ofrecen. Rysenkay Bauer (1984) informa-
ron que de 1 g de hojas ‘'se.pueden obtener alrededor de 1 millén de
protoplastos que se cultivan en 2 a 5 ml de medio de cultivo.

La floracion de la cafia de azlcar es un inconveniente para su produc-
cién; ahora bien, la fusidén de protoplastos de genotipos que no florecen, y
cuyo nimero de cromosomas sea compatible, es una alternativa para la
obtencién de genotipos que posean buenas caracteristicas y que ademas no
florezcan.
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Liu (1983) describe ampliamente las técnicas empleadas para la obten-
cién de protoplastos de cafia, tanto de hojas como de suspensiones celula-
res. Como en otros cultivos, esas técnicas son féciles, y el problema
principal esla obtencién de plantas a partir de los protoplastos (Vasil et al.,
1986); estos autores emplearon suspensiones celulares, provenientes de
callos altamente embriogénicos obtenidos de secciones de hojas jévenes,
como fuente de protoplastos.

Los protoplastos aislados de 1a suspension se desarrollaron en el medio
modificado de Kao y Michayluk con 2,4-D, benciladenina, caseina hidro-
lizada y agua de coco. Los embriones somaticos se formaron cuando las
colonias se trasfirieron al medio MS que contenia 2,4-D y carbén activado.
Para la germinacién de los embriones emplearon el medio MS suplemen-
tado con benciladenina y fluoridone. Con este procedimiento obtuvieron
plantas que se desarrollaron hasta la madurez en el suelo.

Seleccion en Poblaciones Obtenidas
de Callos o Suspensiones

La seleccién hecha en las plantas originadas de los plantines no es muy
segura; por ello, en esa etapa sélo se selecciona respecto a caracteres de
resistencia y al grado Brix, y se eliminan las plantas que se aparten mucho
del tipo original; éste debe plantarse intercalado entre la poblacién. En la
segunda generacién (primera clonal) se hace una mejor evaluacién de los
caracteres agroindustriales; también se puede hacer en el retofio de los
plantines.

Una vez seleccionados los subclones seglin el cardcter que se desee
mejorar, el paso siguiente es plantar experimentos repetidos de la variedad
original para evaluar con mas precision la planta y su primer retofio.

Si se hace la seleccidn in vitro respecto a resistencia o tolerancia a los
factores ambientales o a los pat6genos, se hace luego la micropropagacién
in vitro de las plantas seleccionadas; de este modo es mas eficiente la
seleccion desde las primeras etapas y se hace en corto tiempo. Un esquema
6ptimo de trabajo serfa: seleccion in vitro en las suspensiones celulares,
micropropagacién de las plantas seleccionadas, evaluacién y seleccién en
las plantas micropropagadas.
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Obtencion de Subclones Promisorios

Una vez resuelto el problema de la variabilidad, hay que aprovechar las
grandes ventajas que ofrece el cultivo in vitro haciendo en él la seleccién.
En los ultimos afios se han hecho grandes esfuerzos para dominar y
perfeccionar las técnicas del cultivo in vitro, y ya se conocen 50 variedades
resistentes obtenidas por ese método. Los resultados obtenidos en cafia de
azicar son los siguientes.

Resistencia a enfermedades

Krishnamurthi (1974) fue el primero en comunicar la obtencion de
plantas resistentes a las enfermedades empleando los métodos del cultivo
de tejidos. Desde 1970 se evaluaron somaclones obtenidos de diferentes
variedades susceptibles a la enfermedad de Fiji (un virus trasmitido por un
saltahojas) y al afiublo blanco (‘downy mildew’) causado por Sclerospora
sacchari Miyake). Partiendo de 300 somaclones de variedades susceptibles
al Fiji, cuatro fueron resistentes y uno fue intermedio, mientras que parael
afiublo blanco varios somaclones fueron mads resistentes que la variedad
original (Krishnamurthi y Tlaskal, 1974).

Larkin y Scowcroft (1981) probaron somaclones obtenidos de varieda-
des susceptibles a la enfermedad mancha de ojo (Helminthosporium sac-
chari) y encontraron que un 8.9% de ellos presentaban alta resistencia.
Chen et al. (1978) hallaron una reduccién notable de la susceptibilidad al
carbon de la cafia causado por Ustilago scitaminea Syd. en un somaclén
obtenido del cultivar F177, el cual es altamente susceptible a esa
enfermedad.

A partir de una poblacién inicial de 800 somaclones, obtenida de la
variedad B-4362 que es altamente susceptible a la roya (Puccinia melano-
cephala), se logr6é un somaclén con alta resistencia a esta enfermedad
derivado de callos tratados con el agente mutagénico NaN,. Esta resisten-
cia se ha mantenido durante tres generaciones. Por otra parte, varios
somaclones de una variedad susceptible al carbén, obtenidos de callos
irradiados con #°Co en dosis de 3000 rad, han manifestado muy bajo indice
de infeccién durante dos generaciones después de su inoculacién por el
método de inmersion.

Otra aplicacion reciente de estas técnicas es la seleccién in vitro
mediante el empleo de toxinas aisladas y purificadas hasta toxinas crudas
(medios derivados) producidas por los hongos fitopatégenos.
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Chen et al. (1978) cultivaron explantes de variedades resistentes y sus-
ceptibles al afiublo blanco (Sclerospora sacchari), conjuntamente con el
hongo. Al cabo de 3 semanas notaron abundante crecimiento del hongo
sobre los callos formados de variedades susceptibles y resistentes, una
indicacién de que la resistencia a este hongo no se expresaba a este nivel.

Maribona et al. (1985) aplicaron al medio de cultivo la toxina aislada de
Helminthosporium sacchari y encontraron que la resistencia a esta enfer-
medad se expresaba en todos los niveles de organizacién in vitro. Varios
somaclones con niveles de resistencia superiores a la variedad original
fueron seleccionados en condiciones de infeccion natural (Maribona et al.
1986).

Callos de variedades susceptibles y resistentes al carbén de la cafia (U.
scitaminea Syd.) fueron cultivados durante 4 semanas sobre el medio de
Payan y Tarcon (1977) que contenia concentraciones de 50%, 65% y 80%
de medios derivados y filtrados del hongo. Los resultados mostraron
diferencias significativas entre las variedades resistentes y susceptibles
(Cuadro 25.8) cuando los callos crecieron en el medio que contenia
sustancias derivadas del medio en que se cultivé el hongo; no hubo, en
cambio, significancia en el medio de Payan .y Tarcon simple (Orellana y
Pérez Ponce, 1987).

Sin embargo, Pérez y Chagrardiet (1983) encontraron que los cultivos
asociados con U. scitaminea experimentaron una disminucién en el peso
fresco tanto en las variedades susceptibles como en las resistentes; no
obstante, no parece existir una relacién entre el fendmeno in vitro y la
respuesta de la planta al hongo.

Tolerancia a condiciones ambientales adversas

La sequia afecta seriamente la caiia de azlicar causando no s6lo dismi-
nucién en su rendimiento sino también en la calidad de los jugos. En Cuba,
el riego tiene limitaciones como las siguientes: escasez de agua para riego
por la baja calidad de ésta, costo de los sistemas de riego, altos precios de
los combustibles. A ellas se unen los bajos precios del azlicar en el mercado
mundial. Para contrarrestar esas limitaciones, se recomienda plantar
variedades tolerantes a la sequia en regiones donde el regadio sea econ6mi-
camente desfavorable.

Algunos paises han seleccionado variedades de cafia de azficar toleran-
tes a la sequia empleando métodos variados, tanto en condiciones de
campo como en condiciones controladas. En los Gltimos afios, el cultivo in
vitro se ha convertido en un método promisorio para mejorar la tolerancia
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Cuadro 25.8.. Peso fresco de los callos de variedades (V1 a V4) de cafia de azicar en diferentes medios de cultivp_.

Variedad® Peso (g) en el medio:?
T TI ' T2 ) T3

md ma sign, md ‘ma sign. md ma sign. . md. ma - sign.
Vi 0:2174 0.1688 ns; 0.2578 0.1969 ns 0.2213 0.2213 ns 0.0780 0.1365 ns
V2 0.2912 0.3436 ns. 0.4332 0.5044 ns . 0.6119 0.6605 as 0.39 0.56 ns
V3 0.3207 0.3719 ns 0.0506 0.7728 ++ . 0.0943 05413 . ++ 0.1910 0.6343 ++
V4 0.6448 - 0.6326 ns 0.4947 1. 2200 + 0.6192 1.3148 + 08870 1.4559 +
V1 = My-$514 (R); v2 = B-4362 (R); V3 = B-4231 (As); V4 = My-5450 (As).. '
T = Medio normal de crecimiento de Payan y Tarcon (1977). T1 = Medio normal + 50% de sustancias derivadas(md) o de asparagina (ma) “T2= Medio normal

+ 659% de sustancias derivadas (md) ode asparagina (ma). T3=Medio normal+ 30% de sustancias dcrivadas (md) o de asparagina (ma). sign. = Significancia
(ANOVA, p = 0.05).
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a la sequfa, aunque en varios cultivos sus resultados practicos no han sido
apreciables. El autor comprob6 en su laboratorio la existencia de diferen-
cias varietales en la cafia de azicar, a nivel de callos y plantulas, manifesta-
das en su respuesta a medios con altas concentraciones de manitol.

Estas investigaciones bésicas orientan un programa de mejoramiento en
el que se emplea ¢l cultivo in vitro de dos maneras:

* Produccién de un elevado niimero de plantines regenerados a partir de
callos, en los cuales la variabilidad somaclonal ha sido reforzada por
mutagénicos fisicos, para estudiar su comportamiento en condiciones
de campo y sin riego.

* Seleccion de callos y plantulas que crecen en medios de cultivo con
concentraciones elevadas de manitol —un método de simular la sequia
in vitro— y su posterior estudio en condiciones de campo.

Se ha observado en estos experimentos una notahle variabilidad, tanto
in vitro como en condiciones de campo, y se estd corroborando ya la
repetibilidad de estos resultados.

Se han publicado resultados sobre los mecanismos de tolerancia a la
salinidad en callos y suspensiones, manifestados a nivel celular (Maribona
et al., 1986; Kresovich et al., 1986). Hasta el presente no hay ningin
resultado de interés practico que mejore la tolerancia de la cafia a condi-
ciones ambientales adversas.

Caracteres Agroazucareros

El cultivo de tejidos ha contribuido a mejorar dos caracteres de importan-
cia econémica en la cafia de azicar: el rendimiento de cafia y el de aziicar
(Cuadro 25.1). Se informa de subclones, obtenidos por cultivos de tejid os,
con 329% y 34% de aumento en cafia y en azicar (Liu et al., 1983). ’

De los componentes del rendimiento, el nimero de tallos ha sido el mas
incrementado en estos trabajos. Los resultados obtenidos en el laboratorio
de la Universidad de las Villas muestran que, en los caracteres del rendi-
miento agricola, s¢ produce suficiente variabilidad para la seleccion; hay
subclones de la variedad CP 5243, por ejemplo, en que los incrementos de
rendimiento agricola y de azucar son 10% y 20%, respectivamente. Este
comportamiento es una consecuencia de la disminucién o eliminacién de
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la floracién en esta variedad. Se han seleccionado también subclones de
mayor peso de tallo, que han mantenido este caracter,

En el subclon de la variedad B-4362, resistente a la roya, aument6 la
altura y el namero de tallos, pero disminuyé el grosor y el contenido de
azucar.

El cultivo in vitro ha servido, en conclusién, para el mejoramiento de los
caracteres agroazucareros de la cafia, aunque muchas veces el incremento
de los rendimientos se debe al efecto positivo producido por la eliminacién
de algun defecto, dela floracién, o de la susceptibilidad a un factor bidtico.

Conclusiones

La produccidn de callos, 1a seleccién a nivel de los somaclones, la seleccién
in vitro y las suspensiones celulares: estos métodos de cultivo de tejidos
permitirdn obtener grandes resultados en el mejoramiento de la cafia de
azucar. Las técnicas son factibles; ya se domina la suspension celular, y se
ha manifestado, a nivel celular, resistencia a importantes patégenos y
tolerancia a condxcxones ambientales adversas de esta especie azucarera.

Enel futuro, con los protoplastos se podra hacer directamente séleccion,
fusién de ellos mismos, y trabajos de ingenieria genética. Se estudian,
finalmente, los mutagenos, en combinacién con cualquier cultivo in vitro,
para aumentar la variabilidad.

El desarrollo actual de las técnicas del cultivo in vitro permite eliminar
uno o dos defectos de una variedad o clon de buen comportamiento; no
obstante, estas técnicas no suplementaran totalmente los métodos tradi-
cionales del mejoramiento por cruzamiento.
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