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RESUMEN. Se trataron callos (R2) de la cafa de azicar (Sac-
charum sp.) variedad C 8751 (susceptible a la salinidad), con ra-
diaciones gamma (30 Gy). La poblacion obtenida fue preselec-
cionada en medios con antibidticos. De las plantas regeneradas, se
estudiaron tres variantes somaclonales tolerantes a la kanamicina y
una a la estreptomicina. Las evaluaciones en medio salino se re-
alizaron segin el esquema de seleccion in vitro. Los resultados de-
mostraron que dos de los genotipos preseleccionados en kanami-
cina muestran tolerancia a los niveles de 1,0 y 1,5 % de NaCl en
condiciones in vitro para la altura, el nimero de tallos y el grado
de enraizamiento. El andlisis de la electroforesis de isoenzimas pe-
roxidasas corroboro que se trataban de variantes somaclonales. De
la misma manera, se demostrd que el uso combinado de las mu-
taciones y el esquema de seleccion in vitro, posibilita obtener un
porcentaje mayor de variantes somaclonales tolerantes a este estrés
a partir de las vitropldntulas regeneradas de los callos tratados.

ABSTRACT. Callus tissue of susceptible variety (C 8751) to salt
stress was irradiated (30 Gy) and immediately selected for resis-
tance to antibiotics. Two somaclonal varieties selected for kanamy-
cin and one for streptomycin were screened for salt tolerance
according to the in vitro selection methods. The kanamicin variants
showed a higher performance in 1,0 and 1,5 % NaCl in contrast to
the donor and streptomycin variant. Peroxidase patterns indicate
differences between donor variety and somaclons. Likewise, it was
proved that the combined use of mutations and the in vitro scheme
allows the obtainment of a higher percentage of somaclonal vari-
ants tolerant to this stress from vitroplantlets regenerated in the
treated callus.

INTRODUCCION

La salinidad de los suelos afecta la produccion de ali-
mentos a nivel mundial, fundamentalmente en los paises del
tercer mundo. Se estima que de 400 a 250 000 000 ha estan
dafiadas por la salinidad.’ Este fenémeno tiende a aumentar,
ya que el 50% de los sistemas de riego en el mundo, presen-
tan procesos de salinizacion secundarios.® Solo en América
del Sur, se observa que un 25 % de la agricultura de riego
presenta problemas de salinizacion.® Sin embargo, los proble-
mas de sequia son ain mayores.

La Biotecnologia ha sido ampliamente utilizada para
acelerar los esquemas de mejora al posibilitar métodos de
pre-seleccion tempranos y masivos. El uso combinado de la
seleccion in vifro en medio salino con las mutaciones, puede
incrementar la frecuencia de aparicion de nuevos genotipos
tolerantes a ese estrés.

La participacion del genoma citoplasmatico en la toleran-
cia al estrés salino, ha sido ampliamente estudiada,*® asi
como su susceptibilidad a la accion de numerosos antibioti-
cos, como la kanamicina, estreptomicina y cloranfenicol.”®

Teniendo en cuenta estos antecedentes, los objetivos de
este trabajo fueron evaluar con respecto a su tolerancia a la
salinidad en condiciones in vifro, cuatro variantes somaclo-
nales obtenidas por radiaciones gamma y preseleccionadas
en presencia de altas concentraciones de antibidticos. Igual-
mente, tratar callos de una variedad susceptible con radiacio-
nes gamma y seleccionar, mediante el método de seleccion in
vitro, los individuos tolerantes a la salinidad.
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MATERIALES Y METODOS

Evaluacion en medio salino de las variantes so-
maclonales preseleccionadas en presencia de altas
concentraciones de antibiéticos

Losc allosd el ac afiad ea zicar( Saccharum sp.)
variedad C 87-51 (susceptible a la salinidad) se obtuvieron a
partir de spindles en el medio Heinz suplementado con 2,4 D
(H*)g modificado.'® Los cultivos se mantuvieron en la oscuri-
dad a una temperatura aproximada de 23 °C.

Los callos del subcultivo R2, fueron tratados con ra-
diaciones gamma (30Gy ) y preseleccionados posteriormente,
en medios con antibidticos [kanamicina (K) y estreptomicina
(S)]. De la poblacién de plantas regeneradas, se selecciona-
ron tres variantes de kanamicina y una de estreptomicina para
su evaluacion en medio salino, las cuales contaban con un
alto coeficiente de propagacion. La evaluacion de la tole-ran-
cia a la salinidad se realizé segun el esquema de seleccion in
vitro'" modificado.'® En cada fase, se evalud la altura (em) y
la cantidad de hijos. En la fase IV, se evaluo el enraizamiento
mediante una escala cualitativa (1- Malo, 2- Regular, 3-
Bueno, 4- Vigoroso).

Para corroborar la presencia de posibles variantes so-
maclonales, se realizaron electroforesis de isoenzimas peroxi-
dasas. Los extractos se obtuvieron de hojas de plantas de 3
meses de edad, plantadas en un suelo ferralitico rojo. Las
electroforesisse realizaronen geles de poliacrilamidaal 8,5 %,
en soportev erticald urante4aShad  °C. '®'



Tratamiento de callos de wuna variedad

susceptible

Otra poblacién de callos de la variedad C 87-51, igual-
mente tratada con radiaciones gamma (30Gr) , se puso a dife-
renciar en medio Heinz (H’) una parte directamente con 1,5 %
de NaCl y la otra, se propago en medio normal o control (sin
NaCl) durante un mes. La evaluacion en el medio salino se
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realizo por el método de seleccion in vitro'' a la sal modifi-
cado'? para los callos de cafia de azicar.

Tratamiento estadistico

Se realizé un analisis de varianza ~ comparando las di-
ferentes variantes y medios de cultivo, para cada fase y varia-
ble, de manera independiente. Las medias se compararon
segun la prueba de rangos midltiples de Duncan.'®

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluaciéon de las variantes somaclonales tole-
rantes a antibioticos

En la fase | (0; 0,5 y 1,0 % de NaCl) se observé una dis-
minucion significativa de la altura con el aumento de las con-
centraciones de sal. Los genotipos mas afectados fueron C
87-51 (variedad donante susceptible) y el somaclon tratado
con estreptomicina, S 61. En los dos niveles altos de sales
(0,5y 1,0 %) de la fase |, los genotipos que provenian de la
evaluacion en kanamicina mostraron los mejores resultados.
De ellos, los mas destacados fueron K 311 y K 331 (Tabla ).

En la fase Il (0% de NaCl), no se encontraron diferen-
cias significativas entre los individuos, lo cual se atribuyd a la
no presencia del agente estresante.
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En la fase Il (0; 1,0 y 1,5 % de NaCl), se observo un
dafio mas marcado. Los genotipos S 61 y K 1411 no cre-
cieron en medios salinos. En estas condiciones, los genotipos
K 331 y 311 alcanzaron los mayores valores de altura de los
tallos.

El nimero de hijos en la primera fase mostré un ligero in-
cremento en en el medio con0, 5%d eN aClyc omenzoae x-
perimentar una disminucion en el medio con 1,0 % de esta
sal. Esta tendencia se ha observado en otras investigaciones
de la caiia de azicar en condiciones in vitro '217 y se atribuye
a una respuesta de supervivencia de la planta en niveles
medios del agente estresante para garantizar su perpetuidad.
Se pudo observar que la C 87-51, susceptible a la salinidad
mostro la mayor cantidad de hijos. En el nivel superior los
niveles del sal resultan letales para los genotipos susceptibles
y mueren. Bajo estas condiciones, los somaclones K 331 y K
311 resultaron los mas destacados.

En la fase Il, se encontré un comportamiento no signifi-
cativo en el numero de hijos similar a los incrementos de al-
tura debido a la ausencia del agente estresante.

En la fase I, se constato ausencia de crecimiento en al-
gunos genotipos con el aumento de la concentracion de sal.
Nuevamente, los genotipos K 311 y K 331 fueron los mas
destacados al presentar el menor dafio en el ahijamiento late-
ral.

Para los niveles altos de sales, los genotipos mas desta-
cados resultaron los mismos que para la altura y nimero de
hijos. No obstante, el genotipo K 331 fue el unico que logré
enraizar en las condiciones salinas de la fase IV (0,35 % de
una mezcla de sales : NaCl, NazS04 yM gCly; sales mas toxi-
cas de la zona natural en estudio).

Resultados correspondientes a las evaluaciones de I:;sAvBa!‘-iaAnltes somaclonales en el esquema de seleccién in vitro
Fase Nivel de sal Gen ot ip os
(%) C 8751 S 61 K 331 K 311 K 1411
Altura (cm)
0* 6,0a 52b 5,6 ab 51b 43¢
| 0,5* 26e 21ef 35d 3.8d 31d
1,0* 08g 09g 2,1 ef 23e 1,9f
0* 59a 5,3 ab 54a 57a 5,1ab
1l 1,0 13e 21c 20c 0f
1,5 of 1,8 cd 1.3e of
Numero de hijos
0" 45e 4,7 de 6,1 bc 43e 49d
| 0,5* 11,3a 58¢c 73b 54 cd 57c
1,0* 51d 219 41f 4,3 ef 1,3gh
0 6,0a 47b 63a 47b 4,6 bc
1] 1,0 49b 6,4a 51ab Oe
1,5% Oe 2,3d 2,0d Oe
Enraizamiento
0* 2,1a 1,8b 2,1a 2,1a 1,8b
v 0,35* 1,2d 1,8b 1,3b Oe
0,35** Oe 1,2d Oe Oe

* Medio salino suplementado con NaCl. ** Medio salino suplementado con una mezcla de NaCl, Na2SOay MgCla.
Letras diferentes muestran diferencias significativas segun la prueba de rangos muiltiples de Duncan (p < 0,05).



En este trabajo también se encontré que los genotipos
mas susceptibles no lograron enraizar en los niveles de sal
estudiados (Tabla I).

El sistema radical resulta el érgano mas afectado de la
planta, pues es el que esta en contacto directo con el ambien-
te salino. Los efectos letales mas drasticos en condiciones
naturales comienzan por esta zona. La salinidad, fundamen-
talmente en los altos niveles, influye de manera negativa en el
enraizamiento de las vitroplantulas. 12

El analisis de la electroforesis de las isoenzimas peroxi-
dasas (Fig. 1) de las plantas provenientes de condiciones
naturales normales, mostré que exiten diferencias entre los
somaclones y el donante. Los genotipos K 331 y K 311
mostraron patrones idénticos, por lo que se hace necesario
buscar posibles diferencias en otros sistemas isoenzimaticos.

Este resultado evidencia la presencia de genotipos dife-
rentes al donate C 87-51 en este nivel primario de caracteri-
zacion.

[
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Fig. 1. Zimograma de las variantes somaclonales estudiadas y el donante susceptible C 8751.
Variantes somaclonales estudiadas:
S 61 (Tolerante a la estreptomicina); K 331; K 311; K 1411 (Tolerantes a la kanamicina).

Evaluacién de plantas regeneradas de callos
tratados

La regeneracion de callos en medio salino fue muy infe-
rior a la del control (Tabla Il). La cantidad de plantas obteni-
das por regeneracion en medio normal fue disminuyendo
gradualmente al irse evaluando a través del esquema de re-
currencia in vitro. En el establecimiento de esta metodologia
para la cafia de azucar se observaron resultados similares. "'

TABLAIl

Supervivencia de las plantas regeneradas
de los callos tratados

Concentracion de NaCl (%)

en el medio de regeneracion 01, 0
Total de callos plantados 200 200
Total de plantas regeneradas (A) 103 14
0%9 3 11
1,5 % 23 5
Fases de la recurrencia 0% 23 3
1,0% 19 3
0,35 % 14 3
Supervivenciaen suelonormal (B) 11 2
(A/B en %) 10,7 14,3

El nimero de individuos totales que lograron sobrevivir
en la Gltima fase (siembra en suelo normal) resultdé superior
en las plantas que regeneraron a partir de callos en medio su-
plementado con sal. A pesar de gue el numero de plantas que
regeneraron en medio selectivo fue menor, sin embargo, la
supervivencia al final del proceso de evaluacion en los dife-
rentes medios salinos favorecio a este Ultimo.

La irradiacion de los callos y la recurrecia en medios con
y sin el agente estresante aumenta la eficacia de los sistemas
de seleccion in vitro al aumentar la variabilidad genética junto
con la presion de seleccion.

CONCLUSIONES

El método de seleccion in vitro a la salinidad permitio evi-
denciar una respuesta diferencial en las variantes somaclon-
ales estudiadas. Los genotipos K 331 y K 311 fueron los mas
destacados en la recurrencia en niveles medios y altos de sal
(0,5y1,0%). EIK 1411 y S 61 mostraron el mismo compor-
tamiento susceptible que el donante C 87-51 bajo altas con-
centraciones de sal. En la fase de enraizamiento (Fase IV), la
variante K 331, proveniente de los dos tenores altos de sales,
fue la que mejor comportamiento tuvo en la formacion de
raices.
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Los zimogramas de las isoenzimas peroxidasas mues-
tran la presencia de genotipos diferentes para este sistema
isoenzimatico.

La supervivencia correspondiente al proceso de evalua-
cion in vitro resultd superior en las plantas que regeneraron a
partir de callos en medio suplementado con sal.
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