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RESUMEN

Se evalué la variabilidad fenotipica en fases tempranas de seleccidon en plantas regeneradas a partir del
tratamiento mutagénico con dosis de 30 Gy de radiaciones Gamma (fuente ®°Co) aplicadas a callos en
crecimiento del donante 'SP 70-1284" susceptible a la enfermedad de la roya de la cafia de azucar Puccinia
melanocephala. Los principales cambios consintieron en la altura de las plantas obtenidas in vitro, el color
del tallo, el habito de crecimiento, ancho y largo de la hoja, asi como en la afectacion por la roya. Se observé
un 14.28% de los cambios fenotipicos totales en plantin, y en el rebrote la plantas presentaron un 10.99% de
cambios fenotipicos totales. En la multiplicacion vegetativa uno (MV,) se seleccionaron tres posibles mutantes
con menor afectacién frente a la enfermedad de la roya de la cafa de azucar, para éste caracter de resistencia
hacia la enfermedad de la roya la eficiencia del cultivo de tejidos y la induccién de mutaciones con la dosis de
30 Gy fue de un mutante por cada 1 525 plantas evaluadas en fase temprana de seleccion.

Palabras clave: variacién fenotipica, seleccion temprana, mutagénesis.

ABSTRACT

It was evaluated the variability fenotipic in early phases of selection from plants regenerated of the mutagenic
treatment with dose of 30 Gy of radiations Gamma (source ®°Co) applicated to calluses in growth of the
donating "SP 70-1284" tolerant to the rust disease of the sugarcane Puccinia melanocephala. The main
changes the plants obtained in vitro, consinted in the height, the color, habit of growth, length and width of the
leaf, as well as in the affectation for the rust disease. 14.28% of the changes all fenotipic was observed in
plantin, and in the shoot the plants presented 10.99% of changes all fenotipic. In the vegetative multiplication
one (MV,) three possible mutants were selected with smaller affectation in front rust disease of the sugarcan,
resistance character to the rust disease efficiency of the tissue culture and the mutations induction with the
dose of 30 Gy were of a mutant for each 1 525 plants evaluated in early phase of selection.
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INTRODUCCION

En el cultivo de la cafia de azucar (Saccharum spp
hibridos), una de las formas para inducir variabilidad
es a través del uso combinado del cultivo de tejidos
y la mutagénesis in vitro. El cultivo in vitro puede
sobreponer algunas limitaciones en la aplicacion de
esta técnica y en combinacion puede acelerar los
programas de mejoramiento genético desde la
generacion de la variabilidad hasta la seleccion de
los genotipos deseados (Pérez, 1998; Mluszynsky
etal., 1995). Las mutaciones inducidas son capaces
de cambiar uno o pocos caracteres sin alterar las
caracteristicas unicas del cultivar deseado (Novak,
1991, 1992; Van Den Bulk, 1991; Phillips, 1994; Mark
et al., 1995; Smith et al., 1995; Larkin, 1998 y Van
Harten, 1998).

Con el objetivo de evaluar las alteraciones
fenotipicas en etapas tempranas de seleccién y
la respuesta de plantas hacia la enfermedad de la
roya de la cafla de azucar, obtenidas con el uso
combinado del cultivo de tejidos y la mutagénesis
in vitro a partir del donante "SP 70-1284".

MATERIALES Y METODOS

Se aplicé el tratamiento mutagénico con dosis de
30 Gy a 1 000 callos organogénicos provenientes
de un cuarto subcultivo, obtenidos a partir de la
variedad de cafia de azdcar donante "SP 70-1284".
Posterior al tratamiento mutagénico los callos
fueron subcultivados en cuatro ocasiones en medio
de cultivo propuesto por Heinz y Mee (1969)
adicionado con 3 mg.I"" de Aacido
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diclorofenociacetico (2,4-D) en condiciones de
oscuridad a 28 + 2 °C con el objetivo de promover
su recuperacioén. Para la regeneracion, los callos
fueron colocados en medio de cultivo recomendado
por Payan et al. (1977) sin auxina en condiciones
de luz solar. Se obtuvieron 5 000 plantas, las
cuales fueron aclimatizadas y posteriormente
plantadas en los canteros del Instituto de
Biotecnologia de las Plantas (IBP) para su
evaluacion ex vitro, como control se utilizaron
plantas provenientes de estacas de la variedad "SP
70-1284" plantadas en canteros del IBP.

Evaluacion en cantero

La poblacién de plantas se plantaron en canteros
construidos con paredes de concreto que contenian
sustrato compuesto por suelo negro 70% y 30% de
compost (cachaza descompuesta derivada de cafia
de azucar), la distancia de siembra fue de 10 cm
entre plantas. Durante el desarrollo en cantero las
plantas recibieron riego a capacidad de campo
mediante microaspersion. Se aplico en siembra
fertilizante de la férmula 16-6-16 a razén de 160 kg
ha' de nitrégeno, 60 kg ha™' de fésforo y 160 kg ha™
de potasio.

Las plantas fueron evaluadas en plantin, rebrote y en la
multiplicacion vegetativa uno (MV,). Se evaluaron
algunas caracteristicas fenotipicas en plantin y en
rebrote como:

- altura de la planta (cm), considerando al tallo desde
la base hasta ultimo collar visible, para la clasificacion
se tomaron las plantas fuera de la media () como las
que mostraron cambios;

- color de tallo, para evaluar el color de tallo se considerd
al total de la poblacion y se contabilizaron los individuos

que presentaron cambio en esta caracteristica
comparadas con el donante ('SP 70-1284");

- habito de crecimiento, los tallos se calificaron de
acuerdo con el angulo que los mismos guardaban
con la vertical, el habito de crecimiento del donante
es erecto, por lo que se consideraron fuera de tipo a
los individuos que mostraron habito de crecimiento
inclinado (hasta 45°) y acamado (mas de 45°);

- ancho y largo de la hoja (cm) para el ancho de la
hoja consideroé la media de la poblacién, tomando
las plantas fuera de la media () como las que
mostraron cambios, para el largo de la hoja se
consider6 a la media de la poblacién, tomando las
plantas fuera de la media (+) como las que mostraron
cambios;

- afectacion por roya, la seleccion para la enfermedad
de la roya en plantin se realiz6 a los 90 dias después
de plantadas y en el rebrote a los 90 dias después
de haber emergido, bajo condiciones de infeccién
natural. En la evaluacion se considerd el grado de
afectacion en el donante y se seleccionaron plantas
gue mostraron menor afectacion por laroya. La escala
que se utilizé para la seleccion a roya en cantero fue
la recomendada por Sandoval (2001) (Tabla 1).

Los mutantes seleccionados en plantin fueron
sembrados en la multiplicacion vegetativa uno (MV,)
en los canteros del IBP, con el objetivo de evaluar la
afectacion por roya.

Se determind la tasa de variabilidad, el porcentaje
que representé cada variacion fenotipica observada
y las frecuencias de aparicién respecto al total de
las plantas evaluadas. Los datos se analizaron
estadisticamente por la prueba de Chi-cuadrada
utilizando el paquete de programas STATGRAFICS
Ver . 4.1 sobre Windows.

Tabla 1. Escala de evaluacion para la afectacion por la roya de la cafia de azucar, segun Sandoval (2001).

Grado Reaccion Caracteristicas

0 Inmune Sin sintomas

1 Resistente Puntos clordéticas 6 necréticos

2 Moderadamente Pustulas pequefias hasta 0.5 x 0.5 mm. rodeadas de
Resistente areas necroticas

3 Susceptible Pustulas de 0.5-1.0 x 0.5-1.0 mm. en islas verdes,

rodeadas de color amarillo

4 Altamente Pustulas entre 1-2 x 0.5-2.0 mm. abundantes o no, con
susceptible presencia de region necrotica

5 Heterogénea Presencia de todos los tipos de pustulas abundantes en

el area foliar




RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluacién en cantero

De los 5 000 individuos sembrados en cantero
sobrevivié el 91.54% en el primer ciclo (4 577) y para
el segundo ciclo sobrevivio el 94.3% (4 316).

La poblacién de plantas que fue evaluada en cantero
mostré variaciones fenotipicas las cuales difierieron
cuantitativa y cualitativamente, se observaron
alteraciones fenotipicas en los ciclos de plantin y
rebrote evaluados en cantero, las variaciones
comprendieron cambios fenotipicos en altura de la
planta, en color del tallo, en habito de crecimiento, en
largo y ancho de hoja y en resistencia a roya (Tabla 2).

Se obtuvo un 14.28% de los cambios fenotipicos
totales para la evaluacion en plantin, encontrandose
que el mayor porcentaje de variacion se observo para
el cambio de color de tallo, con el 29.49%, el resto
de las plantas (70.51%) mostraron el color de la planta
donante.

En el rebrote se observé un 10.99% de cambios
fenotipicos totales. El porcentaje de variacion mas
alto correspondio al color de tallo con un 19.64%, es
evidente que los cambios en la coloracion de las
plantas dependieron de dos factores: uno a la dosis
de radiacion utilizada (radiacion Gamma fuente %°Co),
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asi como por efecto del rejuvenecimiento de los tejidos
tratados.

En la calificacion realizada en plantin en cantero hacia
la enfermedad de la roya, se seleccionaron 15
posibles mutantes con grado 3 (reaccion susceptible),
los cuales mostraron pustulas pequefias de 0.5 x
0.5 mm rodeadas de areas necréticas (Tabla 3). La
seleccion para la enfermedad de la roya se realizé
tomando en cuenta que las plantas provenian del
cultivo de tejidos, las cuales segun Pérez (1998a)
expresan en ocasiones dos grados mas de
susceptibilidad a la enfermedad. El donante "SP 70-
1284 mostr6 grado 5 (heterogénea), de acuerdo con
la escala utilizada (Sandoval, 2001), observandose
abundantes pustulas y lesiones en el area foliar.

Al aplicar el mismo criterio de seleccién a la
enfermedad de la roya, en el rebrote se seleccionaron
siete individuos que mostraron grado 3, (respuesta
susceptible) a roya de la cafia de azucar (Tabla 3).

Pérez (1998b) afirmd que las plantas regeneradas a
partir de tratamientos mutagénicos in vitro al
desarrollarse en el medio ambiente tienen una gran
variabilidad debido al rejuvenecimiento y mayor
frecuencia de cambios epigenéticos. En cafia de
azucar, para poder determinar si es una verdadera
mutacion seran necesarias por lo menos tres
multiplicaciones vegetativas.

Tabla 2. Variaciones observadas en plantas regeneradas a partir de callos de la variedad de cafia de azucar
'SP 70-1284" tratados con 30 Gy de radiaciones Gamma, en ciclos plantin y rebrote.

Plantin Rebrote
Tipo de variacion No. de No. de
plantas % plantas %

Altura de las plantas
superior o inferior a 100-120 + 45 cm 570 12.45 230 5.33
Plantas con altura entre 100 -120 cm 4 007 87.55 4 086 94.67
Cambio en la coloracion del tallo

1) verde amarillento 630 13.76 361 8.36

2) verde con tintes morados 720 15.73 487 11.28

3) similar al donante 3 227 70.51 3468 80.35
Cambio en el habito de crecimiento

4) inclinado (hasta 45°) 348 7.60 131 3.05

5) acamados (mas de 45°) 125 2.73 - -

6) erectos (similar al donante) 4104 89.67 4185 96.95
Cambio en la hoja

7) ancho superior 6 inferior a4 + 3 cm 353 7.71 327 7.57

8) largo superior 6 inferior a 100 + 40 cm 721 15.75 351 8.13

9) similar al donante 3 503 76.54 3638 84.30
Resistencia a roya 15 0.33 7 0.16
Similares al donante (susceptibles) 4 562 99.67 4 309 99.84
Total de cambios 664 14.28 474 10.99
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Tabla 3. Comparacion de los mutantes obtenidos por mutagénesis in vitro a partir del donante 'SP 70-1284"
para la enfermedad de la roya de la cafia de azucar y su respuesta en plantin, rebrote y MV.

Mutante y/o
Variedad

Plantin

Rebrote MV

mutante 1
mutante 2
mutante 3
mutante 4
mutante 5
mutante 6
mutante 7
SP 70-1284 (control)

O W W W W W wWw w

O W W W W W w w
AN WO W W N DN ®

La estimacion de la variabilidad dara una medida de
las posibilidades de seleccionar en poblaciones
(Pérez, 1998a). Los resultados obtenidos indicaron
que estas posibilidades se incrementaran en
poblaciones regeneradas desde callos en crecimiento
tratados con radiaciones gamma (fuente ¢°Co), y en
la seleccion podra influir; la variabilidad del caracter
amejorary la frecuencia de mutacion del o los genes
involucrados en este caracter, lo cual determinara el
tamano necesario de la poblacién, para la conclusion
exitosa del proceso (Garcia, 2001).

En la evaluacion realizada en la MV, en canteros del
IBP sobre la afectacion por roya, los mutantes 2, 3y
7 mostraron recuperacion frente a la enfermedad al
compararlos con los ciclos anteriores (plantin y
rebrote), los sintomas de infeccion fueron grado 2
(respuesta moderadamente resistente) presentando
pustulas pequenas hasta 0.5 x 0.5 mm rodeadas de
areas necroticas, asi mismo el donante se observo
con menor afectacion por la roya (Tabla 3).

Pérez (1998b) menciond que la susceptibilidad a la
roya es mayor en plantas derivadas del cultivo in
vitro. La misma podra estar asociada a cambios
temporales en la estructura anatémica de la hoja,
fundamentalmente la cuticula que favorece el proceso
de infeccién del patégeno. Sin embargo, luego del
restablecimiento de la estructura normal de la hoja
durante el crecimiento en campo, las plantas
mostraran los mismos niveles de resistencia al hongo
que las plantas multiplicadas por estacas. La menor
incidencia de la enfermedad en la MV, pudo estar
determinada por factores fisioldgicos de la planta,
asi como por factores ambientales, debido a que la
evaluacion fue realizada en periodo de baja
precipitacion (marzo — junio).

CONCLUSIONES

El uso combinado del cultivo de tejidos y la mutagérgtoasis
in vitro (30 Gy de radiacion Gamma fuente Co
aplicados a callos en crecimiento) fue efectiva para
generar variabilidad, se obtuvo en plantin un 14.28%

de cambios fenotipicos totales y en el rebrote se
encontré un 10.99% de cambios fenotipicos totales.

La eficiencia de la combinacion del cultivo de tejidos
de la variedad de cafia de azucar 'SP 70-1284" y el
tratamiento mutagénico con la dosis de 30 Gy fue
de un mutante por cada 1 525 plantas evaluadas en
fase temprana de seleccion.
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