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RESUMEN

Callos en crecimiento de cafia de azucar de la variedad “SP 70-1284", fueron irradiados con una fuente de ¢°Co.
Las dosis estudiadas fueron entre 10 y 80 Gy. Se evalu6 la afectacién de la radiacion Gamma fuente ®°Co en el
crecimiento del callo y la regeneracion de plantas. Los resultados indicaron que la dosis que disminuyé el
crecimiento de callo en un valor por debajo del 50% fue la de 30 Gy, asi mismo se encontré que la dosis que
disminuy6 la capacidad regenerativa del callo menor al 50% de la poblacién fue la de 30 Gy. Los resultados
mostraron que para esta variedad de cafia de azucar dosis superiores a 30 Gy de radiaciones Gamma
comprometen el crecimiento y la posterior regeneracién del callo. Se recomienda su aplicacién para inducir
variabilidad genética en la variedad de cafia de azucar “SP 70-1284”, asi como en programas de mejora genética
por mutaciones, en variedades susceptibles a roya de la cafia de azlcar (Puccinia melanocephala Syd) empleando
callos en crecimiento.
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ABSTRACT

Calluses in growth of sugar cane, variety “SP 70-1284”, were radiated with a source of 60Co. The studied doses
were between 10 and 80 Gy. The affectation of the Gamma radiation source 60Co in the growth of the callus and the
regeneration of plants was evaluated. The results indicated that the dose that diminished the growth of callus in a
value under 50% was the one of 30 Gy, and also the dose that diminished the regenerative capacity of the callus
below to the 50% of the population was the one of 30 Gy. The results showed that for this variety of sugar cane doses
superior to 30Gy of Gamma radiations jeopardizes the growth and the later regeneration of the callus. Its application
is recommended to induce genetic variability in the variety of sugar cane “SP 70-1284”, as well as in programs of
genetic improvement by mutations, in susceptible varieties of the sugar cane red blight (Puccinia melanocephala
Syd) using calluses in growth.
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INTRODUCCION

El sistema de mejoramiento genético de plantas
convencional tiene algunas limitaciones por su base
genética estrecha, asi como la incompatibilidad entre
individuos para llevar a cabo el cruzamiento (Lee, et
al., 2002). La hibridacién convencional esta basada
en la induccién de la variabilidad a través de la
recombinacion sexual, para esto se requiere de una
gran poblacion para la seleccién de fenotipos los
cuales deberan ser evaluados en varios ambientes,
en varias localidades y afios y, finalmente
multiplicados y recomendados como nuevas
variedades (Ahloowalia, 1998). Para incrementar la
variabilidad se utilizan las mutaciones inducidas las
cuales se apoyan en la teoria que los agentes
mutagénicos producen cambios similares a las
mutaciones naturales, en un tiempo relativamente
corto y una mayor cantidad (Donini y Sonnio, 1998).

En el cultivo de la cafia de azicar una de las formas
para inducir variabilidad es a través del uso combinado
del cultivo de tejidos con la mutagénesis in vitro. La
mutacién inducida es capaz de cambiar uno o pocos
caracteres sin alterar las demas caracteristicas del
cultivar deseado (Van Den Bula, 1991; Novak, 1991y
1992; Phillips, 1994; Smith et al., 1995; Mak et al.,
1995; Larkin, 1998; Van Harten, 1998). Sin embargo,
la combinacion de la radiacion con los métodos de
cultivo in vitro aceleraran los programas de
mejoramiento genético e incrementaran la variabilidad,
asi como la eficiencia en la seleccion y la
multiplicacién rapida de nuevos genotipos
(Maluszynsky et al., 1995).

Predieri (2001) recomend6 que el primer paso en
tratamientos mutagénicos debera ser la estimacion
de la dosis de aplicacién mas apropiada. Segun el
mismo autor los genotipos difieren en
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radiosensibilidad aun para cultivares de la misma
especie y el nivel de ploidia es un factor que
también tiene una gran influencia.

En experimentos con radiaciones es esencial
determinar la dosis letal media (DL,;), evaluar una
serie de dosis de radiaciones y comparar la
supervivencia de los explantes cultivados con el
control no irradiado. Los mutagenos deben ser
usados a dosis de DL,,. La misma genera un
amplio espectro de mutaciones inducidas y permite
un tamafo razonable de la poblacion para
recuperar mutantes utiles (Donini y Sonnio, 1998).

El presente trabajo se propuso como objetivo
estudiar diferentes dosis de radiacién Gamma en
callos organogénicos en crecimiento del cultivar
hibrido de cafia de azucar ‘SP 70-1284’ susceptible
aroya (Puccinia melanocephala Sydow) con el fin
de determinar la dosis de radiaciéon que este por
de bajo del 50% en el crecimiento del callo y en
la regeneracion de plantas.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en el Instituto de Biotecnologia
de las Plantas de la Universidad Central “Marta
Abreu” de las Villas, en el Laboratorio de Mejora
Genética. Para los experimentos se utilizaron
explantes de campo de la variedad de cafa de
azucar (Saccharum spp. hibrido “SP 70-1284"), los
cuales fueron desinfectados con hipoclorito de
sodio al 3% durante 15 minutos. Para la induccién
de callo se emple6 el medio de cultivo propuesto
por Payan et al. (1977). En la multiplicacion de
callos se utilizé6 medio de cultivo recomendado por
Heinz y Mee (1969). El tratamiento mutagénico
fue aplicado a callos en el cuarto subcultivo. Las
dosis que se estudiaron fueron: 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70 y 80 Gy y un control sin irradiar. Las dosis
de radiacion fueron aplicadas a 100 callos por
tratamiento, incluyendo el control. Para la evaluacion
de la regeneracion, los callos fueron transferidos al
medio de cultivo propuesto por Payan et al. (1977)
libre de acido 2,4-Diclorofenoxiacetico (2,4-D) y
colocados en camara de crecimiento con luz solar.

Efecto de las radiaciones sobre callos en
crecimiento

La evaluacion en la recuperacion de los callos
después de la aplicacién del tratamiento mutagénico
se realiz6 cada tercer dia, en siete ocasiones
posteriores a la irradiacién, para ello se utilizé la
escala de Santana (1982).

Evaluacion de la afectacion de las radiaciones
en la regeneracion de plantas

Después de tres subcultivos los callos que se
desarrollaron fueron transferidos al medio de cultivo
de regeneracién. A los 45 dias se determiné el
porcentaje de callos que regeneraron plantas, se tomo6

como criterio para planta regenerada que cada brote
tuviera definido al menos una hoja y brote apical.

Con los valores de regeneracion de plantas para cada
dosis, se obtuvo la curva dosis-efecto, que se ajustd
a una recta mediante una ecuacién de regresion,
empleando el programa Curve Expert 1.3 sobre
Windows 2000.

Radiosensibilidad de callos tratados con
diferentes dosis de radiaciones Gamma

Para ajustar la afectacion de los callos segun la
escala de Santana (1982) con los resultados de las
variables de porcentaje de crecimiento del callo y
porcentaje de regeneracion se determiné la dosis
que redujo el 50 % el crecimiento del callo (GR,,) y
el 50 % de la poblacion de plantas durante la
regeneracion (DL,).

Escala de Santana (1982):

Grado 1: Callo muerto

Grado 2: Callo vivo, pero sin crecimiento

Grado 3: Callo vivo y con pequefios puntos de
crecimiento

Grado 4: Callo creciendo en el 50% de su volumen
Grado 5: Callo con crecimiento normal

Los datos obtenidos fueron analizados por el paquete
estadistico SAS Version 4.0 sobre Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de las radiaciones en la fase de
crecimiento del callo

El crecimiento del callo fue afectado por el incremento
de la dosis de radiacion (Tabla 1). EI mayor
crecimiento del callo, aunque significativamente
diferente con los callos no irradiados fue la dosis de
10 Gy. La tendencia del crecimiento de los callos se
redujo a medida que aumento la dosis de radiacion
hasta la dosis de 30 Gy. Entre 40 y 70 Gy la
afectaciéon se mantuvo muy similar y volvié a bajar
drasticamente con la dosis de 80 Gy donde solo se
logré un incremento en crecimiento de 1.37 lo cual
equivale a callos con un crecimiento muy limitado,
los cuales generalmente no regeneran. Garcia
(2002) mencioné que este comportamiento esta
relacionado con el efecto fisiologico y citolégico
que producen las irradiaciones en las células.

Se observo que a partir de 50 Gy los callos
mostraron un bajo crecimiento, este en general
fue muy pobre por lo que se puede considerar que
a partir de esta dosis se compromete el desarrollo
de callos para la variedad de cafia de azucar “SP
70-1284".

La dosis mas cercana al 50% de disminucion del
crecimiento del callo, fue el valor de 2.48 de
acuerdo con la escala de Santana (1982) la cual
correspondi6 a la dosis de 30 Gy.



Asi mismo se observé que los callos tardaron en
recuperar su desarrollo normal tres semanas después
del tratamiento mutagénico, siembargo el crecimiento
se afecto por el incremento en la dosis.

Anbalagan et al. (2000) y Khan et al. (2002) irradiaron
callos de cafia de azucar con dosis de 0, 10, 20, 30,
40 y 50 Gy y observaron que a medida que
incrementaron las dosis de radiacién el crecimiento
del callo disminuy6.

Los resultados indicaron que para esta variedad de
cafia de azUcar dosis superiores a 30 Gy de radiaciones
gamma comprometen el crecimiento del callo.

Evaluacion para la afectacion de las radiaciones
en la regeneracion de plantas

Al igual que para la fase de crecimiento se obtuvo
una respuesta en la regeneracion de los callos en
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dependencia de las dosis de radiacién aplicada. En
la figura 1 se observa disminucion gradual en el
porcentaje de regeneracion con el aumento de la dosis
de radiacion hasta 40 Gy. A partir de esa dosis se
produjo una drastica afectacion en la capacidad
regenerativa de los callos, llegando a ser inhibida a
partir de la dosis de 70 Gy. Este comportamiento es
explicado a partir de que los callos con limitacién en
su crecimiento son fuertemente afectados en su
capacidad regenerativa. La curva de ajuste en base a
la ecuacién de regresion mostré una alta correlacion
negativa entre la regeneracién de plantas y las dosis
de radiaciones gamma aplicadas, como lo indico el
coeficiente de determinacion R? = 0.9834. Los callos
no irradiados (control), presentaron un 100% de
regeneracién con plantas de aspecto normal,
mientras que los irradiados mostraron una
disminucion gradual de la regeneracion y plantas de
menor vigor a medida que la dosis de irradiacion se
hacia mayor.

Tabla 1. Efecto de la dosis de radiaciones gamma sobre callos en crecimiento de cafia de azucar variedad
“SP 70-1284", expresados segun la escala de Santana (1982).

Dosis (Gy)

Escala
de Santana (1982)

0
10
20
30
40
50
60
70
80

E.E.

494 a
3.86b
3.28¢c
2.48d
214 e
2.08e
204 e
1.96 e
1.37f
0.10

Medias con letras no comunes en una misma columna difieren por Tukey para p<0.05
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Figura 1. Regeneracion de plantas a partir de callos de cafia de azUcar var. “SP 70-1284” tratados con

diferentes dosis de radiaciones gamma fuente %°CO.
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Tabla 2. Crecimiento y mortalidad de callos de la variead 'SP 70-1284 tratados con diferentes dosis de

radiaciones Gamma fuente %°Co.

Dosis (%) (%)
(Gy) Crecimiento Mortalidad
0 98.8 a 0.0a
10 77.2b 220b
20 65.6 ¢ 39.0¢c
30 496 d 48.0d
40 428e 62.0 e
50 416e 90.0 f
60 408 e 96.0 g
70 39.2e 100.0 h
80 27.4f 100.0 h
Error estandar 0.40 1.72

Medias con letras desiguales difieren por Dunett’'C para p < 0.05 n=100

Gahukar y Jambhle (2000) irradiaron callos de caia
de azucar y observaron que la regeneracion de
plantas disminuia severamente a partir de los 60 Gy.

Radiosensibilidad de callos tratados con
diferentes dosis de radiaciones gamma

En la Tabla 2 se muestra el incremento en volumen
del callo expresado en porcentaje respecto al control
y el porcentaje de regeneracion de los callos. Se
observa que alas dosis de 20 y 40 Gy se obtuvo de
un 40 a un 60% de disminucion de crecimiento
respecto al control. Pérez (1998) recomendé que para
el mejoramiento genético por mutaciones in vitro los
tratamientos mutagénicos deberan reducir entre un
40y un 60% el crecimiento de los callos tratados, y
recomendo este rango de dosis ya que con él se
obtiene una adecuada frecuencia de mutaciones sin
la aparicién de mutaciones multiples e indeseables.

Siddiqui y Javed (1989) irradiaron callos con dosis de
10-100 Gy en las variedades de cafa de azucar ‘PR
10007, 'NCo0 310", 'SL4"y "Co 547" observaron que
los callos después de la irradiacion, se vieron
afectados en su crecimiento dependiendo de la dosis.

Anbalagan et al. (2000) y Khan et al. (2002)
encontraron que el crecimiento del callo despés de
aplicado el tratamiento mutagénico, estos tardaran
entre tres o cuatro semanas para recuperar su
capacidad de desarrollo, a medida que se
incrementan las dosis de irradiacion se redujo el
crecimiento de callo.

La dosis que provoc6 una disminucion en el
crecimiento de los callos méas cercana al 50% fue la
de 30 Gy, seleccionandose esta como la GR, . En el
caso de la regeneracién, con la dosis de 30 Gy se
obtuvo un porcentaje de regeneracion de los callos
de 48%, por lo cual se puede aceptar esta como la

DL,, Conladosis de 50 Gy se obtuvo un porcentaje
del crecimiento de los callos del 41.6% y en la
regeneracion de plantas se alcanzé una mortalidad
muy elevada (90%), por lo que esta dosis se puede
considerar como letal para la variedad de cafia de
azucar “SP 70-1284".

Pérez (1998), demostré que dosis bajas de
radiaciones en cafia de azucar, fueron mas eficientes
para el mejoramiento genético en caracteres de
interés, mientras que dosis altas indujeron una mayor
frecuencia de mutaciones multiples que no
presentaron interés para la mejora.

CONCLUSIONES

Para la variedad de cafia de aztcar “SP 70-1284" se
recomienda la dosis de 30 Gy de radiaciones gamma
fuente ®Co aplicada a callos en crecimiento, para
continuar con los estudios de mutagénesis en esta
variedad, ya que con ella se lograron los valores
medios de afectacion tanto para la fase de crecimiento
como para la regeneracion de los callos que permitira
producir y recuperar mutantes utiles para los
programas de mejoramiento en esta especie. Con
esta dosis se redujo al 49.6% el crecimiento del callo
y 48% la regeneracion. Se asume esta dosis como
laGR,,y laDL,, respectivamente para cada fase y
se sugiere su empleo en programas de mejora
genética por mutaciones en variedades de cafia de
azucar susceptibles a la roya.
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