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ARTICULO DE INVESTIGACION

Obtencion de semilla biotecnologica de cana de azuicar
(Saccharum spp. hibrido) de alta calidad genética
y fitosanitaria en el Ecuador

Obtainment of sugarcane (Saccharum spp. hybrid) biotechnological
seed of high genetic and phytosanitary quality in Ecuador

Ana C. Arellano-Litardo’, Sofia B. Korneva’,”’", Fanny C. Fischer’, Nataly A. Tola’,
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Miguel Ramos-Leal"" y Astolfo Pincay-Flores

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v17n1.50710

A la memoria de Sofia B. Korneva, quien entrego parte de su esfuerzo al desarrollo de la Biotecnologia de la cana de
aztcar en el Dpto. BioPlantas del Centro Nacional de Investigaciones Cientificas (CNIC) en La Habana, Cuba, asi como
en el Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE) perteneciente a la Escuela Superior Politécnica del
Litoral (ESPOL) y en el Centro de Investigacién y Desarrollo de la Unién Nacional de Canicultores del Ecuador (UNCE).

Resumen

Los métodos de saneamiento de plantas se basan fundamentalmente en el empleo combinado de cultivo in vitro de me-
ristemos con tratamientos mediante hidrotermoterapia. Este trabajo se realizé con el objetivo de obtener plantas para usar
como semilla libre de patégenos sistémicos, con énfasis en la enfermedad raquitismo de los retoios de la cana de aztcar
(RSD). El trabajo se llevé a cabo con diferentes cultivares de cafia de azdcar, los cuales fueron previamente identificados
mediante marcadores bioquimicos basados en los patrones electroforéticos de isoenzimas peroxidasas. El saneamiento
se realizd en tres etapas sucesivas mediante tratamiento hidrotérmico a 52 °C durante 2h y uso del fungicida vitavax, un
segundo tratamiento hidrotérmico a los meristemos a 51 °C durante 10 min y una tercera etapa donde las vitroplantulas
se propagaron en presencia del antibiético gentamicina. La deteccion de RSD se efectué mediante el empleo de la técnica
de tincion de haces vasculares funcionales. Los resultados permitieron la creaciéon de un banco de germoplasma de plan-
tas libres de los principales patégenos bacterianos sistémicos y con alta calidad genética, lo que aport6 semilla basica de
excelente calidad para establecer semilleros. La conservacion incluyé el mantenimiento de plantulas in vitro y la creacién
de un “banco de ADN” que permite conservar el genofondo en condiciones de laboratorio. Se propone finalmente una
metodologia para la obtencion de plantas saneadas a partir de yemas y meristemos.

Palabras clave: Saccharum spp.; saneamiento; cultivo de yemas; meristemo.

Abreviaturas: BAP: 6-benzyl-aminopurina; LSD: Escaldadura foliar; RSD: Raquitismo de los retonos; VMCA: Virus del mo-
saico de la cafia de aztcar; THV: tincion de los haces vasculares;

Abstract

Methods for obtaining healthy plants are mainly based on the combined use of meristem in vitro culture and hydrother-
motherapy. This work was carried out in order to obtain free- pathogen plants for using as seeds, emphasizing ratoon
stunting disease (RSD) of sugarcane. The work was performed using a group of sugarcane cultivars, which was confirmed
the variety identification by means of peroxidases isozymes electrophoretic patterns. Plant sanitation was performed in
three successive steps by means of hydrothermal treatment at 52 °C during 2h and using the fungicide vitavax, a second

* %

* % *

Centro de Investigacién y Desarrollo, Unién Nacional de Cafiicultores del Ecuador (UNCE). Cantén El Triunfo, via Durdn- Tambo km 53,
Guayas, Ecuador.

Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE). Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL), Guayaquil, Ecuador.
t. Fallecida el 7 de septiembre de 2013.
Laboratorio de Biotecnologia, Dpto. Microbiologia y Virologia, Facultad de Biologia, Universidad de La Habana (UH), Cuba

Direccién actual: Instituto de Investigaciones en Fruticultura Tropical (IIFT). Ave. 7ma. No. 3005 /30 y 32, Miramar, La Habana, Cuba. Telf.
(53-7)2025526 fitopatologial18@iift.cu.

**** Presidente UNCE. A quien debe dirigirse la correspondencia uncecanicultoresecuador@hotmail.com.

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XVII No. 1 Junio 2015 101-110 101



hydrothermal treatment at 51 °C during 10 min to the meristem and a third step in which vitroplantlets were propagated
in presence of the antibiotic gentamicin. RSD detection was done by using the staining transpiration methods (STM) of
functional bundles. Results allowed the creation of a germoplasm bank of sugarcane plants free of the most important syste-
mic bacterial pathogens, with high genetic quality, which provided basic seed of excellent quality for establishing seedlings.
Conservation included an in vitro-plantlets bank and the creation of a “DNA bank” which allows preserving the genetic fond
in laboratory conditions. Finally a methodology for obtaining free-pathogens plants from buds and meristems is included.

Key words: Saccharum spp.; plant sanitation; culture of buds; meristem.

Recibido: noviembre 28 de 2014

Introduccién

La conservacion y el mantenimiento de los recursos
genéticos de un pais, ademas de ser un derecho sobe-
rano, es una necesidad que permite la manipulacion
sobre el germoplasma de un cultivo en cuestion.

El término germoplasma se refiere al material que se
conserva como semillas, cultivo de tejido o plantas
establecidas en colecciones de campo que retne la
variabilidad genética intra-especifica de los materiales
genéticos que pueden perpetuar una especie o una po-
blacion de un organismo. Existen diferentes formas de
conservar el germoplasma de un cultivo. Se destacan
entre ellas, la conservacion in situ en bancos, colec-
ciones o jardines, la conservacién de tejidos y plantas
en medios de cultivos in vitro y la crio-conservacion,
técnica que cobré desarrollo con el advenimiento de
las técnicas de cultivo de tejido vegetal in vitro. De
estos métodos, la conservacion in situ en bancos es la
forma mas comun, extendida y facil de llevar a cabo
(Demey, 2008).

En aras de resolver las necesidades crecientes de ali-
mento, el hombre ha logrado incrementar las produc-
ciones de los diferentes cultivos agricolas de interés.
En este afan, el mejoramiento de las especies vegeta-
les para casi todos los cultivos de interés econémico
ha conllevado el uso reiterado de las mejores varie-
dades, cepas o lineas en trabajos de mejora genética.
Esto ha causado que muchas de las variedades obteni-
das estén emparentadas entre si, lo que provoca una
estrecha base genética. Una forma de resolver esta
situacion es el empleo de diversas formas genéticas
cercanas a la especie en cuestion, que aportan rustici-
dad en dicho proceso de mejora genética.

En la cafa de azicar (Saccharum spp. hibrido) como
en la mayoria de las especies comerciales cultivadas,
los hibridos modernos poseen una estrecha base gené-
tica (Costet et al., 2012). Uno de los objetivos de todo
programa de mejoramiento genético es precisamente
ampliar esa base genética. En tal sentido, la conserva-
cion del fondo genético (genofondo) es tarea de pri-
mer orden (Min Agricultura Espana, 2014).

El establecimiento de un banco de semilla biotecno-
l6gica certificada es una necesidad para disponer de
plantas genéticamente identificadas y libres de enfer-
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medades para su posterior multiplicacion con fines co-
merciales, de investigacién y mejoramiento genético.
Por el contrario, la propagacion de plantas no tratadas,
favorece la apariciéon de otros focos de infeccién, lo
cual puede provocar epifitias y dafo ambiental. Para el
caso del Ecuador, la enfermedad “raquitismo de los re-
tonos” (RSD) causada por la bacteria Leifsonia xili ssp.
xili Davis resulta una de las principales enfermedades
sistémicas de interés para la cafna de azicar.

El objetivo de este trabajo fue determinar la efecti-
vidad de los tratamientos que permitan obtener un
material inicial de cafa de azdcar bien identificado
y libre de enfermedades sistémicas para su posterior
propagacion acelerada, que permita el montaje de un
pequeno banco de germoplasma sano en un plazo re-
lativamente breve.

Materiales y métodos

El trabajo se desarroll6 en el Centro de Investigacion
y Desarrollo perteneciente a la Union Nacional de Ca-
nicultores del Ecuador (UNCE), ubicado en el Cantén
El Triunfo km. 53 Via Duran Tambo, cuenca baja de la
Provincia del Guayas, sector Agua Santa, con una tem-
peratura promedio anual de 25°C, precipitacion media
anual de 1202,2 mm, humedad relativa del 80,1% vy
una altura de 60 msnm, la mas importante region azu-
carera del pais.

Identificacién de cultivares

Se emplearon un total de ocho cultivares de caha de
azucar de 7-9 meses de edad, de los mas empleados
en el Ecuador. Estos fueron previamente identificados
mediante caracteres morfolégicos: Ragnar, CC85-92,
RD75-11, CR74-250, BJ70-46, C87-51, SP70-1143 y
Mex64-1487. En este trabajo se confirmé la identifica-
cion mediante el empleo de isoenzimas peroxidasas,
como describen Arellano et al. (2012). Se escogieron
hojas +3 de plantas adultas de cada cultivar empleada
empleado y se maceraron en Nitrégeno liquido. Luego
se anadio una solucion que contenia sacarosa 20% y
0,025% dietil-ditiocarbamato de sodio (DECA). La elec-
troforesis en condiciones nativas se realizé6 empleando
un sistema de corrida vertical, usando un gel de sepa-
racion de poliacrilamida de 8,5 %, con un tampon de
corrida de Tris-Glicina 0,04 M a pH 8,3. El método de
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tincion se basé en el empleo de o-dianisidina, en pre-
sencia del sustrato peroxido de hidrégeno.

Primera etapa de saneamiento
del material vegetal

El material vegetal procedente de los cultivares de la
cana de azicar empleados en este trabajo estaba vi-
goroso y sin sintomas visibles de las principales enfer-
medades. Las estacas, con yemas laterales del tercio
medio del tallo, se cortaron empleando herramientas
desinfectadas con alcohol etilico al 70% vy se lavaron
cuidadosamente con agua corriente y detergente, sin
afectar la integridad de las yemas laterales. Estas ye-
mas se colocaron en un bano de agua caliente a 52
°C por 2 h. Después de realizar la hidrotermoterapia,
las yemas se colocaron esta vez en un bano de agua
helada para detener el tratamiento y puestas en una
solucion del fungicida vitavax® 2 gL' para su desin-
feccion. Luego de 20-25 min las yemas se incubaron
a 37 °C por 12-15 dias para su germinacion, cubiertas
con gasa y algodén humedecidos. El mantenimiento
se realizé cada 48 h. Las yemas germinadas se sembra-
ron en pequenas fundas plasticas negras que conte-
nian un sustrato estéril compuesto por tierra- cascarilla
de arroz (tamo)-cachaza- arena en las proporciones
2:1:1:1. Luego se aplicé formol al 2% durante 15 dias,
aplicando posteriormente el riego diario a este mate-
rial. Estas yemas germinadas en condiciones controla-
das se trataron con el fungicida oxicloruro de cobre
2,5 g.L'" junto al bactericida sulfato de cobre 0,5 mg.L"
una vez por semana.

Segunda etapa de saneamiento de plantas
de caiia de aziicar y establecimiento
del cultivo in vitro

A los 3-4 meses después de haber sembrado las yemas
saneadas en el invernadero, los verticilos apicales de
las plantas que poseian 2-3 nudos visibles, se emplea-
ron para la obtenciéon de los meristemos apicales. Para
ello se realiz6 la desinfeccion del cogollo y los meris-
temos apicales cubiertos con 2-3 hojas primordiales
inmaduras (generalmente de color amarillento), de un
tamano de hasta 4 mm de altura 'y 1-2 mm de base, se
extrajeron y colocaron en tubos de ensayo que conte-
nian 10 ml de agua estéril calentada a 51 °C. Diez mi-
nutos después, la hidrotermoterapia de los meristemos
se interrumpio bruscamente y se colocaron los tubos
con los meristemos en agua fria a 4 °C con agitacion.
Las condiciones asépticas en el medio de estableci-
miento se mantuvieron en presencia de 0,2 mg.l" de
6-benzyl-aminopurina (BAP), donde permanecieron
de 15 a 20 dias a temperatura de 26-28 °C y 6000
lux de iluminacion. Posteriormente, los cultivos se re-
sembraron en el medio de multiplicacion en presencia
de BAP hasta lograr su establecimiento. Esta hormona
solamente se anadio en la etapa de multiplicacién.

Tercera etapa de saneamiento de diferentes
cultivares de caiia de aziicar

Una vez establecido el cultivo, las vitroplantulas se re-
sembraron en el medio de propagacién en presencia
del antibiético gentamicina 50 mg.L', donde perma-
necieron durante 7 dias. Luego las plantas se resem-
braron en el medio de enraizamiento en presencia de
altas concentraciones (20-30 g.L") de sacarosa y acido
3-indol acético (AIA) (1-6 mg.L"), eliminando las que
mostraron hojas amarillentas provocadas por efecto
del antibiético y que no presentaban buenas caracte-
risticas después del tratamiento. Las vitroplantas pro-
pagadas después de la segunda etapa de tratamiento
se utilizaron para la extraccion de micromeristemos,
los cuales tenian dimensiones entre 0,5 a 0,8 mm bajo
el microscopio estereoscopico. Una vez obtenida la
cantidad de plantas necesarias, se procedio al enrai-
zamiento y pase a fase | de aclimatizacion (invernade-
ro). En todos los casos, los medios de cultivo sintéticos
empleados tuvieron como base el medio descrito por
Murashige y Skoog (1962), con las modificaciones
descritas por Korneva et al. (1986).

Aunque se partio de plantas sanas sin sintomas eviden-
tes de enfermedad, en cada etapa de saneamiento se
evalud la presencia de la enfermedad “raquitismo de
los retofios” (RSD), en las plantas usadas como mate-
rial de partida de las yemas y posteriormente en las
plantas adultas obtenidas por meristemos derivadas de
estos tratamientos. El andlisis de confirmacion emplea-
do para el diagnéstico de la enfermedad “raquitismo
de los retonos” fue el método presuntivo previamente
descrito en la literatura, basado en la transpiracion del
tejido vegetal y el conteo de haces vasculares funcio-
nales y no funcionales (Chagas y Tokeshi, 1994). Para
ello se tomaron al azar 10 tallos adultos por réplica de
cada planton seleccionado del cultivar en estudio y se
cortaron a nivel del suelo, dejando las hojas fisiologica-
mente activas de cada variedad a evaluar. Para la tin-
cion de los haces vasculares los tallos se sumergieron
en una solucién de safranina (1,25% p/v) durante una
hora y después se retiraron y dejaron secar. A partir
del segundo entrenudo basal se sacaron laminas (ro-
dajas) de 10 mm de didmetro, que se dejaron secar a
temperatura ambiente. Luego se observaron en un es-
téreo-microscopio marca Boeco para el conteo de los
haces funcionales y no funcionales, los cuales se iden-
tificaron por la presencia de una coloracion rojiza o
parda, respectivamente. También se usé un microsco-
pio 6ptico Fischer Scientific modelo Micromaster con
camara acoplada y un objetivo con 40 aumentos para
el conteo de los haces vasculares funcionales y no fun-
cionales. Con esos resultados se calculé el porcentaje
de vasos funcionales (VF) y no funcionales (VNF) segin
Harrison y Davis (1988), segtn la ecuacién: % VF= VF/
VT x 100% y VNF= VNF/VT x 100%, donde VT es el
total de vasos evaluados.
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Adicionalmente, se determiné la presencia de sinto-
mas correspondientes a la enfermedad sistémica es-
caldadura foliar, causada por la bacteria Xanthomonas
albilineans Ashby (Dowson).

Para la creacion del banco de ADN, se llevé a cabo la
extraccion del material genético de acuerdo a lo des-
crito por Doyle y Doyle en 1983.

Resultados y discusién

La identificacion de los cultivares utilizados mediante
los patrones de isoenzimas peroxidasas se muestra en
la figura 1. El patréon electroforético de cada cultivar
resulté Unico, como habia sido descrito anteriormente
(Arellano et al., 2012). La importancia de la identifica-
cion de los cultivares obedece al hecho de evitar la pre-
sencia de mezclas varietales en los campos, situacion
que puede producir disminucién en los rendimientos
o la posibilidad de ataques inesperados por patégenos
en cultivares que son resistentes, pero mezclados con
otro que puede ser susceptible.

Los caracteres agro-morfolégicos descritos anterior-
mente estan conformados por caracteristicas feno-
tipicas de facil identificacion visual o medicion tales
como: color y altura del tallo, forma de la yema y de
los entrenudos, rendimiento, susceptibilidad o resis-
tencia a stress hidrico, plagas o enfermedades. Estos
caracteres se definen como “descriptores” para cada
cultivo y son aprobados por los organismos internacio-
nales encargados de ello.

En el caso de los caracteres bioquimicos y moleculares,
los descriptores estaran conformados por la expresion
genotipica a través del patron multi-banda observado
para cada individuo después de su visualizacion me-
diante electroforesis de proteinas o de productos de
amplificacion de la molécula de ADN. Debe senalarse
que en términos de bancos de germoplasma, los mar-
cadores bioquimicos y moleculares se han convertido
en uno de los descriptores mas utiles y mas emplea-
dos de los dltimos tiempos. En este sentido, la figura
1 constituye el descriptor bioquimico empleado para
el manejo de las variedades en estudio y que fue el

Figura 1. Patrones de electroforesis de isoenzimas peroxidasas de los cultivares de cafia de azticar empleados en este trabajo. A)
patrén de electroforesis de isoenzimas peroxidasas; B) zimograma correspondiente al patrén electroforético obtenido. Cultivar:
1: Ragmar; 2: CC85-92; 3: RD75-11; 4: SP70-1143; 5: CR74-250; 6: C87-51; 7: Mex64-1487; 8: BJ70-46
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empleado en este trabajo. Puede apreciarse que todos
los patrones isoenzimaticos distinguen a cada cultivar
en estudio.

Saneamiento y multiplicacion de variedades de caiia
de aziicar destinadas para el establecimiento del
banco germoplasma certificado

Con relacién al saneamiento, durante el mantenimien-
to de las yemas tratadas, éstas se observaron detenida-
mente y se eliminaron los hongos que crecieron sobre
la superficie, mediante el uso de algodén humedeci-
do con alcohol. La gasa himeda usada como soporte
de las yemas, permitié mantener la humedad relativa
del sistema. El lavado de las yemas laterales del tercio
medio del tallo presente en las estacas, permitié un
elevado nivel de desinfeccion sin afectar la integridad
de dichas yemas. Los tratamientos semanales con el
fungicida oxicloruro de cobre junto al bactericida sul-
fato de cobre, permitieron también estos altos indices
de desinfeccion.

Tablal. Porcentaje de germinacién de los cultivares de cafia
de aziicar en estudio luego del tratamiento térmico a 52 °C

Tratamiento yemas a 52°C
Cultivar %
Total | Germinacion ..
germinacion
Ragnar 48 37 77.0
C(C85-92 43 34 79.0
RD75-11 47 36 76.5
CR74-250 42 25 59.5
B)70-46 53 41 77.3
C87-51 41 27 95.8
SP70-1143 38 29 76.3
Mex 64-1487 52 31 59.6

Las yemas sembradas en el sustrato estéril, mostraron
diferentes porcentajes de germinacion (tabla 1). Se ob-
serva que los porcentajes de germinacion van desde
59,6% para el cultivar Mex64-1487 hasta 79% para
CC85-92 y 95,8% para C87-51. Se conoce que los
aumentos de la temperatura de tratamiento provocan
disminucion de la germinacién de las yemas y la super-
vivencia de las plantas, pero trabajar a temperaturas
inferiores no favorece el proceso de desinfeccion y
saneamiento. Varios autores no lograron germinacion
de las yemas a los tratamientos de 50,5 °C durante 3
h (Chagas y Tokeshi, 1994). Pérez et al., (1998) infor-
maron entre 30-44 % de germinacion utilizando un

tratamiento de 50,5 °C por 2 h sobre propagulos de
una yema de diferentes tamafos y en diversos cultiva-
res. Chinea y Pérez (1997) obtuvieron 30% de germi-
nacion después de aplicar similar tratamiento a yemas
individuales. Pérez y Mauri (1986) solo alcanzaron un
20% de brotacion de yemas tratadas a 50 °C duran-
te 2 h. En ese sentido, los resultados de este trabajo
mostraron valores de mortalidad mucho mas bajos
que los informados con anterioridad. Con respecto al
saneamiento, no se observo la presencia de sintomas
de RSD.

El principal objeto de saneamiento en la cafa de azui-
car en el Ecuador es la eliminacion de la bacteria L.
xyli ssp. xyli, aunque se ha descrito una disminucién
de esta enfermedad en el pais (CINCAE, 2011). El diag-
néstico, basado en el método presuntivo de tincion de
los haces vasculares, descrito previamente por Chagas
y Tokeshi (1994), es menos efectivo que otros infor-
mados, pero es de facil desarrollo para un diagndstico
rapido. Aunque en muchos de los trabajos citados se
parti6 de material enfermo para confirmar el sanea-
miento, en nuestro caso las plantas empleadas se en-
contraban vigorosas vy libres de sintomas (figura 2). Es
necesario mencionar que la metodologia empleada no
es la mas moderna ni sensible para la deteccién de la
bacteria. Por ello, puede haber falsos negativos dados
por ejemplo por las bajas concentraciones bacterianas

Varios trabajos sobre esta tematica realizaron el diag-
néstico basado en el andlisis dot-blot y por inmuno-
fluorescencia indirecta (IFl). Hernandez et al., (1997)
detectaron presencia de RSD, por lo que el tratamien-
to térmico no resultd efectivo en ningln caso para la
eliminacion de L. xyli. Ramallo y de Ramallo (2001)
coincidieron con esos informes, donde no lograron
saneamiento a RSD con el tratamiento hidrotérmico

Figura 2. Haces vasculares funcionales (sanos) del cultivar
de cafia de aztcar CC85-92. Obsérvese la coloracién rojiza
correspondiente a la tincién empleada. En la parte inferior
izquierda la flecha indica un vaso dafiado.
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a 50,5°C durante 2h, aplicado a propagulos de una
yema, aunque lograron la atenuacién de la bacteria.
Resultados similares obtuvieron Pérez et al., (1998),
quienes no consiguieron erradicar el patégeno em-
pleando igual tratamiento, aunque si se disminuyé la
concentracion de células de la bacteria. Algunos de
estos tratamientos no resultaron efectivos debido a
diversas causas. Iglesia et al. (2007a) observaron dis-
persion en los datos de las diferentes determinaciones
de cada variedad lo que podia atribuirse a la respuesta
individual de cada planta y segtn el genotipo emplea-
do. Esto obliga a que las evaluaciones abarquen un
ndmero superior de muestras, que las establecidas.
Otra causa podia ser el ndmero insuficiente de trata-
mientos. Algunos autores han planteado la necesidad
de realizar como minimo tres tratamientos sucesivos
de hidrotermoterapia a semilla comercial, ademas de
aplicar las medidas de control adecuadas, para poder
controlar eficientemente el RSD. Se ha determinado
también que un solo tratamiento no logra la inactiva-
cion total del organismo causal de la enfermedad (Chi-
nea y Pérez, 1997; PiAdn, 2001). Sin embargo, debe
tenerse en cuenta que tratamientos sucesivos también
disminuyen el porcentaje de germinacién de las ye-
mas.

En el presente trabajo, aunque no fue un objetivo
esencial, tampoco se detectaron sintomas de la en-
fermedad sistémica Escaldadura foliar, causada por
la bacteria Xanthomonas albilineans Ashby (Dowson).
Hay que destacar que el cultivar CC85-92, uno de
los de mas rapido crecimiento entre los canicultores
en el Ecuador, es susceptible a esta enfermedad. Por
tanto, la aplicacion de estas técnicas de saneamiento,
en combinacion con la aplicacion de la micropropaga-
cion acelerada mediante cultivo in vitro de meristemos,
Arellano et al., (2009) evidencian una disminucién de

la incidencia de estas dos enfermedades bacterianas
sistémicas.

Segunda etapa de saneamiento de plantas
de cafia de azicar y establecimiento
de cultivo in vitro

El saneamiento de los verticilos apicales de plantas de
3- 4 meses provenientes de las yemas saneadas en el
invernadero, se muestra en la tabla 2. La tabla muestra
el nimero de meristemos a los que se les realizé ter-
moterapia, de estos los que sobrevivieron al salir de PO
y su porcentaje, luego los que pasaron a P1 y sobrevi-
vieron y finalmente en P2 el total de brotes obtenidos.
Puede apreciarse que los porcentajes de supervivencia
van desde 65,6% para el cultivar Mex64-1467 hasta
96% para C87-51 en el primer pase. Este comporta-
miento evidencia la dependencia del cultivar con rela-
cion a la supervivencia.

En las técnicas de cultivo in vitro de tejido, la mayor
pérdida del material vegetal ocurre en los primeros pa-
ses POy P1 por el establecimiento del cultivo. A partir
de P2 esto disminuye, pues la planta se ha formado
completamente. Por esa razon se evalué el porcentaje
de sobrevivencia en POy P1.

A pesar de los controles en las condiciones experimen-
tales, no fue posible disminuir las pérdidas ocasiona-
das en esta etapa. Las excesivas manipulaciones del
material vegetal (manejo de instrumentos, calor exce-
sivo, corte inadecuado del meristemo) pudieran ser
algunas de las causas de las pérdidas. Estas pérdidas en
la supervivencia no pueden vincularse a una reduccién
de la masa seca, la cual esta asociada a la presencia
de brotes hiperhidricos. Segtin Kevers et al. (2004), la
hiperhidricidad implica problemas de diferenciacion
celular, por lo que los brotes no pueden tener un de-

Tabla 2. Tratamiento térmico a meristemos de los cultivares de cafia de azticar en estudio provenientes de las yemas tratadas.

—— Termoterapia (51°C) Supervivencia (%)
Meristemos PO (brotes) % P1 (brotes) % P2 (brotes)
Ragnar 37 30 81 26 80 37
CC85-92 34 29 90 20 68.9 20
RD75-11 36 27 75 21 77.7 21
CR74-250 33 25 76 19 76 48
BJ70-46 41 28 68 19 68 35
C87-51 27 25 96 23 92 22
SP70-1143 29 23 79 20 86 20
Mex 64-1487 31 21 65.6 18 85.71 26
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sarrollo morfo-fisiolégico normal. Este fendmeno que
no ha sido dilucidado completamente ha sido descrito
como un desorden multicausal (Quiala et al., 2012).

El cultivar Mex64-1467, que durante el tratamiento
prolongado a 51 °C resulté el de mas bajo porcentaje
de germinacién, mostré también los menores porcen-
tajes de supervivencia.

Debe senalarse que la utilizacién de 6-BAP en el medio
de establecimiento facilité el incremento del nimero
de brotes a pesar de la aplicacién del tratamiento tér-
mico prolongado. El 6-BAP ha sido utilizado con éxito
para estimular la proliferacion de brotes en diferentes
protocolos de cultivo in vitro de otros cereales (Marti-
nez-Medina et al., 2012; Medina et al., 2012; Syamala
y Devi, 2003).

Tercera etapa de saneamiento de diferentes
cultivares de caiia de aziicar

El siguiente paso de resiembra de las plantas en el me-
dio de propagacion en presencia de 50 mg.L"' del an-
tibiético gentamicina, permitié incrementar el ndmero
de brotes, el nimero de plantas saneadas y conse-
cuentemente, el ndmero de plantas en fase de enrai-
zamiento (tabla 3). La inclusion de este antibiético de
amplio espectro, facilité la disminucién de la contami-
nacion exégena. En estas condiciones de trabajo, este
paso conlleva el empleo de antibi6ticos y el uso de
micromeristemos como un tercer tratamiento. La tabla
muestra el incremento en el nimero de plantas en los
sucesivos pases, desde P3 hasta P6, que alcanzaron
hasta miles de plantas saneadas y enraizadas.

Como ya se ha referido antes, en estos experimentos
se parti6 de material libre de enfermedades, o al me-
nos sin sintomas visuales de las mismas. En estas cir-
cunstancias resulta dificil referirse a saneamiento si se

parte de plantas de apariencia sana y vigorosa, pero la
idea inicial era garantizar la creacién de un banco de
germoplasma listo para utilizarse como semilla basica
de forma inmediata.

El empleo de dpices meristematicos ha sido empleado
para la micropropagacion de la cana de azuicar. Victo-
ria et al. (1998) lograron eliminar a la bacteria causan-
te del Raquitismo al utilizar tratamientos combinados
de hidrotermoterapia previo al cultivo de meristemos.
Similares resultados obtuvieron Peteira et al. (1992)
quienes alcanzaron entre 96-100% de saneamiento al
combinar el cultivo de apices con termoterapia (50°
C durante 10 minutos). El empleo de sistemas com-
binados ha logrado la eliminacién del RSD y también
de otros patdgenos sistémicos de la cafa de azucar,
como la bacteria causante de la escaldadura foliar y el
Virus del mosaico de la cana de aziucar (Matsuoka et
al., 1988; Sordiy Tokeshi, 1988; Matos, 2002; McGui-
re et al,, 2009).

Con respecto al diagnéstico, aunque el método em-
pleado fue el de tincion de los haces vasculares (STM)
descrito por Chagas y Tokeshi (1994), hay que se-
nalar que su cardcter presuntivo permite facilitar el
andlisis y elevar los volimenes de muestras por su
relativa simplicidad, pero puede provocar confusién
con otras patologias. El método ha sido previamente
empleado como una alternativa inicial a los trabajos
de diagndstico (Iglesia et al., 2007a) y a pesar de la
falta de precision dada por la inespecificidad de los
sintomas de esta enfermedad, lo simple del método
facilita su realizacion, ejecucion directa en el campo,
asi como la poca necesidad de equipamiento para el
conteo de los haces funcionales y no funcionales. A la
vez permite disponer de una escala para interpretar
los resultados.

Tabla 3. Tratamiento con antibiético y nimero de plantas saneadas de los cultivares de cafia de azticar en estudio

Tratamiento con gentamicina Plantas saneadas Enraizamiento
Cultivar

P3 (brotes) P4 (brotes) P5 (brotes) P6 (brotes) Plantas
Ragnar 52 296 440 1024 1424
CC85-92 43 356 1014 2739 4383
RD75-11 67 144 408 992 2210
CR74-250 116 438 1095 2209 3264
BJ70-46 59 114 350 800 1523
C87-51 61 140 322 966 2125
SP70-1143 20 88 203 632 1316
Mex64-1487 42 108 296 680 1855
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Una posibilidad que brindan los bancos de germo-
plasma es conservar y mover material de alta calidad
fitosanitaria. La utilizaciéon de termoterapia junto a la
desinfeccion del material de trabajo, es una practica
antigua pero muy eficiente para erradicar patégenos
que se mueven de forma sistémica a través del vege-
tal. En el caso de trabajar con meristemos in vitro, su
pequefo tamafo y su velocidad de propagacion dis-
minuyen extraordinariamente la probabilidad de desa-
rrollo de esos patégenos sistémicos, bacterias o virus
principalmente. Unido a esto, se conoce de la existen-
cia de sustancias que actdan impidiendo el desarrollo
de patégenos, en particular la presencia de guanina,
que segun estudios realizados, parece tener una ac-
cion antimicrobiana (Shuravlev, 1979).

La preservacion de los recursos fitogenéticos enten-
didos éstos como el material hereditario con valor
econdémico, cientifico o social contenido en las espe-
cies, es de importancia capital en la lucha contra dife-
rentes calamidades, como el hambre, la malnutricion
mundial, pero también el decaimiento genético de los
cultivos y la pérdida de diversidad genética. Es aqui
donde juegan un papel importante los bancos de ger-
moplasma y de genes. Los bancos de germoplasma
resguardan la fuente de variabilidad requerida por los
mejoradores de plantas para el desarrollo de cultivares
que permitan al agricultor superar las limitaciones na-
turales a fin de obtener mayores beneficios de su ac-
tividad, asi como asegurar la fuente contra la erosion
genética (Demey, 2008). Los estudios de la diversidad
genética dentro de estos bancos de genes son una de
las herramientas que ayudan a tener un control mas
efectivo sobre la erosion genética. Permiten definir los
patrones de variacion que determinan la incorpora-
cion de individuos a programas de mejoramiento ge-
nético, ya sea por sus caracteristicas promisorias o por
susceptibilidad a condiciones biéticas o abidticas, faci-
litando la incorporacién de genes y el establecimiento
de la mejor estrategia reproductiva. Esto garantiza la
elevada calidad genética.

Un importante aspecto que se debe también senalar
como resultado de este trabajo es el mantenimiento
de un Banco de germoplasma in vitro con las varieda-
des que hay en el banco in situ en el campo. Aunque
no se muestran detalles en este trabajo, como comple-
mento de ésto, el genofondo se conservé a través del
mantenimiento del ADN a temperaturas de -20 °C du-
rante tiempos prolongados. Esta creacion de los ban-
cos in vitro y del “banco de ADN” permite conservar el
material genético en espacios muy reducidos, durante
largos periodos con independencia de las condiciones
ambientales.

Finalmente, se propone una metodologia de obten-
cion de material agamico de cana de aztcar, donde se
combinan el tratamiento hidrotérmico con el cultivo
de yemas mediante la micropropagaciéon de meriste-
mos en diferentes etapas. Esta propuesta de metodo-

logia esta fundamentalmente dirigida a la enfermedad
bacteriana sistémica de la cana de azdcar RSD (Leif-
sonia xyli ssp. xyli Davis), aunque puede favorecer la
disminucion de otras enfermedades sistémicas del
cultivo como la LSD (Xanthomonas albilineans Ashby
Dowson), que se estd presentando con frecuencia
en un cultivar en crecimiento en el Ecuador como
es CC85-92, asi como la enfermedad viral Mosaico
de la cana de azicar (VMCA). Con relacion al méto-
do de confirmaciéon del saneamiento, éste constituye
el primer acercamiento, pues debe completarse con
el andlisis basado en los métodos moleculares (PCR)
para ambas enfermedades bacterianas. Estos resulta-
dos estan en fase de complementacién con el método
molecular basado en la reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR), con el empleo de cebadores especificos
de la bacteria Leifsonia xyli spp. xyli y con el método
inmunoquimico ELISA. En la actualidad estos métodos
son los mas empleados y poseen una alta eficiencia
de deteccion (Iglesia et al., 2007b; Taher-Khani, 2010).
Partir de un material vigoroso vy al parecer libre de la
enfermedad, dificult6 la certeza de si efectivamente el
saneamiento se llevé a cabo. Sin embargo, la no apari-
cion de los sintomas confirmé la limpieza del material,
aun cuando se empleé el método presuntivo de tin-
cion de los vasos no funcionales.

Con relacion a la micropropagacion, es conocida la
condicion de rejuvenecimiento fisiolégico que introdu-
ce y que ha sido descrita desde los primeros trabajos
de propagacion in vitro de meristemos.

Todos estos datos constituyen importante informacion
para lograr un manejo adecuado en la utilizacion de
los recursos fitogenéticos de la cana de azicar.

Ademas de lo anterior, este trabajo puede constituir
una estrategia para prevenir o disminuir la disemina-
cion de estas enfermedades sistémicas, mediante la
entrega a los Canicultores de semilla de alta calidad
fitosanitaria y genéticamente bien identificada, como
la obtenida por estos procedimientos. De igual forma,
esta semilla puede constituir un material idéneo para
el intercambio genético entre paises.

Conclusiones

Se propone una metodologia para obtencién de semilla
de alta calidad genética, que combina los tratamientos
hidrotérmicos con las manipulaciones de los meriste-
mos, los cuales favorecen el proceso de saneamiento.

Se establecié un banco de donantes que sirve como
material para plantar semilleros de semilla basica, que
permita controlar la diseminacion de algunas enferme-
dades sistémicas como el RSD.

Recomendaciones

Se recomienda completar con métodos moleculares
basados en la reaccién en cadena de la polimerasa
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(PCR), con el empleo de cebadores especificos para la
bacteria L. xyli spp. xyli, asi como el método inmuno-
quimico ELISA, que son los mas empleados y de mayor
eficiencia de deteccion
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