Caracterizacion Agroindustrial de Plantas de
Probeta de Saccharum spp.!

ABSTRACT

In a sample of plants developed from 200 mature stems,
generated from test tube plants Saccharum spp., redifferen-
tiated from four month-old cuiture cells, an analysis was
made of 15 phenotypic characteristics in order to determine
the level of stability, based on thelr origin. As to the color of
the stem, maturity curve, flowering and susceptibility to
Puccinia melanocephala Syd., the response of the plants was
similar to that of the control plants, when comparing the
average values of the two populations, In an analysis of the
behavior of the plants, at the level of subplots (20 subplots,
with ten rows each), no significant differences were noted
withregard to the sprouting of buds, thelength of the 3rd leaf,
the width of the third balf of the 3rd feaf, the first determina-
tion of Brix in the feld and the sample weight of the cight,
The values of the coefficient of variation of the pereent of
sprouting or clustering of buds, regardiess of the populations
analyzed, were the highest, as well as the lesions caused by P
melanocephala,  Given the nature of the information ob-
tained, we fecl that micropropagation can be used in conserv-
ing the gencticresources of thisgrass, for the mass muktiplica-
tion of plants selected for their outstanding characteristics
during traditional breeding processes, and for generating
transgenic plants with specific modifications, given the in-
creasing possibilities for manipulating biologics at the
molecular and cellular {evels,

INTRODUCCION

N accharumofficinarum es un cultivo de importan-
cia industrial, que represcnia un recurso reno-
hw vable del que sc obticne, ademds de sacarosa,
otros productos de semejanic o mayor valor agregado
al del dulce, como el alcohol carburante, aditivos, sol-
ventes, proicina cclular, material de construccion y
olros (3, 12, 13, 14}, lo quc permite hacer un
aprovechamicnto integral de recurso.
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COMPENDIO

En una muestra de plantas desarrolladas a partir de 200
tallos maduros generados de plantas de probeta de Sac-
charum spp., rediferenciadas de cultivos de células de cuatro
meses de edad, se analizaron 15 caracteristicas fenotipicas
para determinar su grado de estabilidad como consecuencia
de su origen, En cuanto al color del tallo, curva de madurez,
floracion y suseeptibilidad a Puccinia melanocephala Syd., las
plantas se comportaron de manera semejante al testigo, cuan-
do se compararon los valores de fa media de las dos
poblacienes, En ¢l andlisis del comportamiento delas plantas
a nivel de sublotes (20 sublotes con 10 surcos cada uno), no se
obscrvaron difcrencias significativas en ¢l porcentaje de
brotacion de yemas, longitud de 1a hoja 3, ancho del tercio
medio de 1a hoja 3, primera determinacion de Brix de campo
¥ peso de muestra de ocho tallos. Los valores def cocliciente
de variacion del porcentaje de brotacién de yemas y de
amacollamiento, independientemente de fa poblacién de que
se trate, fucron de los mas altos, asf como el de lesiones
causadas por P.melanocephala. Por kainformacidn obtenida,
ia micropropagacion puede ser utilizada en la conservacién
de los recursos genélicos de esta graminea, para la
multiplicacién masiva de plantas seleccionadas per sus
caracteristicas sobresaliendes en fos procesos de mejoramicn-
to genético tradicionales y para generar planias transgénicas
con modificaciones definidas, dadas las posibilidades que
existen eada vez méds amplias para manipular, en {os niveles
molecular y celdlar, los materiales bioldgicos.

Esta tendencia se ha impulsado con la ereacidn de
programas de diversificacién para la ulilizacion del
cultivo, lo gue ayudard a incrementar fos requerimien-
tos d¢ nuevas varicdades que se ajusien més
especilicamentc a las necesidades de produccion, los
cuales podrin satislacerse con la aplicacidn de éenicas
fundamentales de biotecnologia agricola (16), para
acelerar los procedimicntos de obtencion de nucvas
plantas (19,1, 2,4, 5,6, 7,9, 10); permitir el intercam-
bio de material biolégico de manera mds segura y
eliciente, ademds de preservar las variedades en
dptimas condiciones aplicando sistemas de
crioprescrvacion.

El objetive det presente rabajo fuc conocer el grado
de estabilidad genéiica de plantas de probeta de Sac-
charum spp., utilizando como criterie cf estudio de
quince caracleristicas fenotipicas determinadas en las
plantas obtenidas a partir de 200 tallos de 1a variedad
B4362 cultivadas en el Campo Agricola Experimental
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del Instituto para ¢l Mejoramicento de la Produccion de
Azicar (IMPA) en Cérdoba, Veracruz  Los doscienlos
tatlos' fucron seleccionados de plantas cultivadas hasta
madurez [isiolégica cn ¢l Campo de Investigaciones
Foresiales y Agropecuarias de Morelos, Zacaepec,
Morelos, las cuales fucron rediferenciadas a partir de
doscientos cultivos de células rediferenciadas de cuatro
meses de cdad

MATERIALES Y METODOS

Doscientos tallos maduros de Saccharwm spp.
variedad B4362, desarrollados en ¢l Campo de Inves-
tigaciones Forestales y Agropecuarias de Morclos que
lvieron su origen cn doscientos cultivos de células
dediferenciadas de cuatro meses de cdad (4), fueron
transportados al Campo Agricols Experimental del
IMPA, en donde fucron sembrados, cada tallo en un
surco de 2 m de longitud. Sc denominan clones a las
plantas de cada surco, por tener su origen en un solo
tallo. Cada cinco surcos s¢ intercalé un wllo del cul-
tivar original B4362, obienido por medios conven-
cicnales en el Campo Agricola Experimental del
IMPA, que sumd un Lotal de 48 surcos, utitizados como
referencia, La distribucicn del malerial en ¢l campo se
realizd en forma similar a la "fasc surco” del proceso
de seleccion de hibridos del IMPA (), que permite
observar ¢l comportamicnio global de las dos
poblaciones (plantas propagadas in vitrp y gencradas
convencionalmenie) y por grupos. Para cso, el lote
experimental se dividié en veinie subiotes,
sembriandose ¢n cada uno dics surcos de planias
propagadas in vifre y cualro réplicas del cultivar
original de referencia.

Las caracieristicas evaluadas en este trabajo [ueron:
porcentaje de brotacién de yemas (V 1), amacollamicen-
1o (V2), longitud {em) de Ja hojandmero 3 (V3), ancho
{mm) del tercio medio de ta hoja mimero 3 (V4),
nimero promedio de lesiones de roya (P
melanocephala) por centimetre cuadrado (VS),
primera (V6), scgunda (V7), wreera (V) v cuarta
determinacion de Brix de campo (V9), longitud {m)
final del tallo (VI0), didmetro (cm) final del tako
(V11), peso de muestra de ocho wllos (V12), Brix
corregido (V13), pureza del jugo (V14) y porcentaje de
sacarosa en jugo (V13). Otras determinaciones [ueron:
susceptibilidad a fa roya, curva de madurez, color del
1allo y comportamicnto de fa foracidn,

Concl fin de efectuar fas observaciones del compor-
tamicnto global de cada variable en fas dos poblacioncs,
s¢ calcularon la media aritmética (X), desviacién
estandar (S) y coeficienle de variacidn (CV-5/X). A
nivel de sublote se realizaron Jas comparaciones entre

medias y variancias, utilizando la prucha de T para
medias vy la de F para variancias (20},

El procedimiento de comparacidn de variancias [ue
sirilar al utilizado por Pleper y Mariott (18) y Miller
(17). Eneste caso, los grados de liberiad considerados
para ¢l testigo fucron dnicamerie tres, en cambio para
los clones {ucron nueve.

RESULTADOS Y DISCUSION

Observaciones sobre fas quince
caracteristicas estudiadas

Como criterios para evaluar el desarrollo de las
plantas propagadas in vitro sc confroniaron los valores
de lamedia (X), desviacion estdndar (8) y el cocficiente
de varizcion fenotipica (CV) de quince caracteristicas
agronomicas y de fdbrica, de la poblacidn del coltivar
original B4362 de referencia {48 surcos) y de las planias
de probeta (200 surcos). Alanalizar el comportamiento
de 1a media de cada variable se determind gue nucve
presentaban vaiores un poco mas altos en la poblacidn
de referencia. En cl cardcter de ia susceptibilidad a la
roya, se detectd una media considerablemente mayor
cn la poblacion de las plantas de probeta.

Los tllos de las plantas cosechados en Zacatepec,
donde las plamas de probeta se desarrollaron, fucron
transportados al Campo Agricola Experimental del
IMPA cn Cérdoba, mientras que las plantas del cultivar
original B4362 quc sc utilizaron como semilla, se ob-
tuvieron cn ol Campo del IMPA, condicidn que otorgd
cicria veraja inicial en la poblacion testigo. Aungue,
en ¢sle caso, sca motivo de discusion la diferente
procedencia del material bioldgico, Ploper y Mariott
(18), y Miller {17}, observaron también cicria supe-
rioridad en las caracteristicas analizadas en las plantas
de sus pobkiciones testigo, en trabajos similares,

Los valores del coeficiente de variacion del porcen-
1aje de brotacidn de yemas (V1) y ol de amacollamicnio
{(V2), independicntemente de ka poblacidn de que se
trate, fucron de los mds altos. En ¢l caso del valor del
cocficiente de variacidn para el amacollamicnto, los
resultados coinciden con fos alcanzades por Ploper,
Marioui (18) y Miller (17), quicn trabajé con 600
clones y 29 réplicas del testigo.

Al comparar los cuatro valores de la media de Brix
de campo (V6, V7, V8 v V9) de las dos poblaciones,
para observar su respectiva tendencia a la madurez, s¢
encontrdd que fas dos curvas son semcjantes (Fig. 1)

Las calificaciones sobre susceptibilidad a la roya,
demostraron que ningdn individuo de las dos
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Cuadra 1. Valores de X, 8 y CV (%) de 15 caracteristicas cu las poblnciones de 48 réplicas del cultivar original B 4362 y 200 clones
abtenidos de plantas de probeta,

Caricter Pablacién X 8 CV %
Vi Testigo 61.47 15.95 25.95
Clones 40.10 14.83 . 36.98
V2 Testigo 6.45 226 35.04
Clones 676 361 53.40
v3 Testigo 136.65 16 30 1193
Clones 137.25 16.02 1167
v4 Testigo 44 67 598 1339
Clones 43.45 4.95 1139
V3 Testigo 038 013 3421
Clones 048 016 33.33
V6 Testigo 15.66 135 862
Clones 15.75 112 7.17
V7 Testigo 18.31 1.03 5.63
Clones 18.34 1.10 6.00
v Testigo 20 81 1.03 4.95
Clones 2077 110 530
va Testigo 21.89 098 4.48
Clones 21.57 1.13 534
Vig Testigo 315 0.20 6.35
Clones 310 013 419
Vil Testigo 350 033 G.43
Clones 331 035 10.57
Vi Testigo 15.61 2.75 17.62
Clones 1415 2.40 16.96
Vi3 Testigo 2190 1.59 726
Clones 2151 1.69 7.86
vi4 Testigo 91.60 205 224
Clones 91.40 264 2.89
V15 Testigo 20.09 181 901
Clones 19.68 1.96 996
poblaciones estuvo libre de pastulas y, scgan la escala En relacién con el color del tallo, sc observd que €l
de calificacidn del IMPA (8) cn la scgunda cvaluacidn verde amarilienlo caracteristico del cultivar B4362, fue
efectuada, el dafo del patdgeno sc observd en grado 4, el mismo que presentaron todas las plantas de los

el cual es de reaccidn susceptibic. clones. De igual manera, en lo que respecta a la
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Fig. 1. Madurexdel cv. B4362 (1estigo) y de bos clones con base
en grados Brix del refractémetro manual

floracidn todos los individuos de la poblacidn de refe-
rencia y de probeta fforecicron, en forma profusa y
simultinca.

Comportamienio de las plantas
en el nivel de sublote

Los resuliados de la comparacion de la media y la
variancia del porcentaje de brotacidn de yemas (VI),
fongitud (cm) de la hoja ndmero 3 (V3), ancho (mm)

del tercio medio de 1a hoja namero 3 (V4), primera
determinacion de Brix de campo (V6) y peso de
muestra de ocho alos (V12) de cada sublole, indican
que no existe diferencia significativa en los sublotes de
los clones de probeta.

En el Cuoadro 2 se anotan las variables en que se
detectaron cicrtas diferencias significativas de los
valores de la media o fa variancia en los clones de
probeta, al analizar los veinte sublotes. Segun se ob-
serva, en ¢l caso de la media, tnicamente en res varia-
bles sc encontraron dilerencias signilicativas ¢n los
clones. Respecto de las variancias, en las dicz variables
indicadas, se delerminaron ciertas diferencias sig-
nificativas en los clones de probeta. Elamacollamienio
{V2) presentd un mayor nimero de sublotes valores de
variancia mayores para los clones. En las plantas de los
sublotes 10, 14 y 15 sc enconiraron mis caracteristicas
con difcrencias significativas.

Un andlisis de Ias posibles causas de que existan lag
diferencias significativas entre medias o variancias en
tos sublotes sefinlados paralas diex variables, se presen-
ta a conlinuacion:

Al comparar los valores de 1a media (Cuadro 3), se
presenté un porcentaje muy bajo de casos en os gue se
observaron valores ligeramenle mayores, pero sig-
nificativos cn las caracteristicas V8, Vi1 y V14 de los
clones de probeta, que les darda cierta superioridad
desde el punto de vista de selcccidn. Sin cmbargo, esto
ocurrid en ires caracteres y un sublote, diferente para
cada cardcler, cn cuyo caso el testigo denotd la varian-
cia mayor. 51 se considera que la variancia de la
poblacidn de referencia ¢s un indicador de [a variacion
dada por la interaccidn de la planta con ¢l ambiente, los
cambios cn los valores de la variancia de los clones

Cuadro 2 ldentificacidn de Ins caracteristicas en que se detectaron diferacias estadisticas significativas (X) en los valores de media

y variancia.

Nihmnero Nizmero
Variable Medin de sublote Varinncia de sublote

Vi X 9,10,i5,18,20
V5 X 79,10
V7 X 19
vE X 16 X 3
Ve X 6,10,14
V10 X 8,12,13
Vi1 X 1 X 5
V13 X 14,15,16
Vi4 X 11 X 14,15
V15 X 15,16,18
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podrian indicar otra posibie [ucnte de variacidn. Los
resullados de cste andlisis scfialan que aun cuando
estadisticamente se interpretan estos valores como sig-
nificativos, no existe mucha congruencia en ellos por-
gue no sc observa la misma iendencia en los valores de
las variables relacionadas y ¢n ¢l mismo sublote. Por
eiemplo, cn la segunda, ereera y cuarta determinacion
de Brix de campo (V7, V8 v V9), en los datos que sc
muestran en ¢l Cuadro 4, sc observan diferencias sig-
nificativas cn los sublotes 19 (VT), 3 (V8) vy 6, 10y 14
{V9}, todos diferentes

Un hecho que pudo ocasionar alteracion en los resul-
tados fuc cl probicma del acame, que se presentd cuan-
do se hacian fas determinaciones de la longiwd y
didmetro final del wtlo (V10 y Vi, los muestreos de
tallos para obtencr los cdlculos de Brix corregido
(V13), cl porcentaje de purcza del jugo (V14) y ¢l
porcentaje de sacarosa cn jugo (V15).

Las caracteristicas V1, V2 y V3 presentaron las
estimaciones de coclicicnie de variacion mas alwos; al
respecto ¢s imporlanic mencionar gue el menor grado
de brotacidn {V 1), obscervado en los clones, determind
que en un mayor ndmero de sublotes el valor de la
variancia sca mayor para cl caso de amacollamiento
(V2), situacion gue pucde atribuirse a gue fos tallos
sufrieron cicrto deterioro al ser transportados de la
localidad de Zacatepec & Cordoba y que ks plantas s¢
desarrollaron en ambicntes difcrenies Para la
determinacion de lcsiones de P melanocephala sc
utilizd sicmpre la hoja 3 de dos plamas por surco
tomadas al azar, haciendo obscrvaciones on dreas de |
cem” en cada uno de los tres tercios en que se dividié la
ldimina foliar. Estc sistema de muestreo utilizade
rutinariamente €8 muy poco preciso, porque si bien el
hongo afecta las plantas, existen grandes diferencias de
planta a planta y de regidn a region de la hoja,

Los resuliados coinciden con los obtenidos por
Kresovich et al (11), quicnes detectaron la pobre
variacién obienida en sus materiales por lo que
sefialaron que ¢l cultivo de tejidos, como fuente de
variacién, liene ona estimacidn muy limitada en
programas de mejoramiento genético en cafia de
azicar. Tew concluye (21), al hacer un andlisis sobre
las posibles {uentes de variacidn genélica al aplicar
procesos biotecnoldgicos con fines de seleccidn, que,
hasta el momenio, no s¢ puede hablar de un clon
comercial de cafia de azicar logrado por cultivo de
tcjidos, 1o cual muestra el grado de estabilidad del
genoma de la céhila de Saccharim spp.

El origen de la variacidn de las plantas regeneradas,
a partir de las células somdticas cullivadas cn cstado
indilerenciado in vitro durante cuatro mescs, muy pro-
bablemente sc deba a la existencia de estirpes celulares
(mosaico), en la poblacion de células que conformaban
el tejido utilizado para establecer esos cullivos v, en
menor grado, a las posibles mutaciones espontaneas
dadas durantc ¢l periodo de cultivo de las células
(aproximadamenic unas 60 gencraciones de células),
por ¢l nivel de ploidia. Este nivel de variacidn puede
verse rellejado a nivel de la planta. En la poblacién de
aproximadamenic 13 000 plantas estudiadas,
provenicnices de fa muestra de 200 tallos en o que cada
uno se desarroild a partir de un explante diferente, no
se detectaron grandes cambios, 1o que puede atribuirse
alacscasa variacion y al posible origen multicelular de
las plantas de probeta.

CONCLUSIONES

Dada 1a naturalera de los resuitados obienidos en la
presente investigacion, que concuerdan con los de
Kresovich (11) y Tew (21), se pucde concluir que, al
mcenos en las condiciones experimentales indicadas, las

Cuadre 3. Variancias y comparacién de medias en los camcleres y sublotes en que hubo diferencias significativas a favor de los

clones {se incluyen las variancias correspoadientes).

Caracter Sublote Pablacion Variancia (8% Media (X} Prucha de t
Vi i6 Testigo (.58 21.13
Clones 016 21.18 2.23°
Vil i Testigo 0.06 3.15
Clones 002 345 2.94*
Vi4 11 Testigo 353 91.21
Clones 0.39 92 82 2.52*

* Significancia al 0.05 de probabilidad
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Cuadro 4. Comparacién de variancias en los caracteres y sublotes en que hubo diferencias significativas a faver de los clones,
inclizyerdo como referencia la variancia promedio de los 20 subjotes.

Cardcter Poblacida 5* promedio en Sublotes, variancias (8% y prucha de F.
20 sublotes
9 10 15 18 20
vi Testigo 4.15 0.17 0.24 221 G.58 1.87
Clones 1185 48.58 28576* 10.87 45.29% 45 67 2067 599 2033% 5180 27.70*
7 9 10
V5 Testigo 00119 0.0006 G 0028 00Gi4
Clonies 00145 0.0054 9.00* 00306 10.93* 00162 11.357*
19
V7 Testigo 0.84 0.04
Clones 072 055 13 75*
3
V8 Testigo 073 017
Clones 083 273 16 Oo*
& 10 i4
V9 Testigo 0.50 010 032 006
Clones 1407 160 16 06 327 1022*% 086 14.33*
8 12 13
Vi( Testigo 60257 00012 0.0003 0.0003
Clones 00176 0092F 76.75% 0.0468 156.00* 00033 11.00*
5
Vit Testigo oo9 0.01
Clones 011 019 19.00*
14 15 16
Vi3 Testigo 1.91 027 017 0.07
Clones 184 374 1385 344 2023 066 9.43*
14 15 15
Vid Testigo 3.86 069 057
Clones 5.58 1519 2201 BS53 14 96*
15 16 18
Vis Testigo 261 041 0.05 0.12
Clones 256 483 11.78* 090  1800* 186  1550*

* Significancia al 0.05 de probabilidad

plantas de probeta son similares a las conseguidas por
semilla comercial y, por lo tanto, este sisiema de
propagacion puede ser ulilizado en los procesos de
seleccién de hibridos, para la mulliplicacién de

varicdades prescicccionadas, prometedoras y en
propagacidn intensiva. La conservacién de variedades
en bancos in vitro es otra aplicacion interesante de este
sistema de propagacion.
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