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EL AHIJAMIENTO In Vitro EN PRESENCIA DE FILTRADOS
DE U. scitaminea Sydow COMO CRITERIO
PARA LA RESISTENCIA AL CARBON DE VARIEDADES

DE CANA DE AZUCAR

E. Héctor, Maria M. Hernandez y Raisa Rodriguez

ABSTRACT. Thesmut resistancetrials of new varietiesplay
an essential rolein the Cuban sugar cane breeding program.
At present, these studies are area, resource and time
consuming, and their results depend to a great extent on
genotype x environment interaction. In this paper, the results
of applying U. scitaminea Sydow culture filtrates to in vitro
micropropagated plantlets are reported, asapossibleresistance
trial to smut under laboratory conditions. The fungus culture
filtrate (FCF) provoked significant variations of freshweight,
increasein length and percent of chlorotic area, of thetreated
seedlings independently of field resistance from plantlet
varieties. On the other hand, the decrease of in vitro tillering
induced by FCF was directly related to field resistance in the
studied genotypes. The measurement of thisvariable allowed
to classify correctly six from the eight varieties studied, which
encourages its future application as a criterion for smut
resistance.

Keywords: smut, sugar cane, disease resistance, tissue culture

INTRODUCCION

El carbdén de la cafia de azlcar (U. scitaminea
Sydow) es en la actualidad en Cuba una de las enferme-
dades que producen importantes pérdidas en la econo-
mia azucarera. Por lo tanto, la prueba para la resistencia
al carbon de las nuevas variedades juega un papel esen-
cial en el programa de mejoramiento.

Aunqgue existe una metodologia para desarrollar las
pruebas de resistencia (Alfonso et al., 1990), se conoce
gue las pruebas en condiciones de campo consumen tiem-
po, areay recursos; ademas, sus resultados dependen
en gran medida de la interaccion genotipo x ambiente. La
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RESUMEN. Las pruebas paralaresistenciaa carbdn de las
nuevas variedades constituyen una parte esencial del progra-
made mejoramiento delacafiade azlicar en Cuba. Actualmen-
te, estos estudios consumen una gran cantidad de tiempo,
areay recursos, y sus resultados dependen en gran medida de
lainteraccién genotipo x ambiente. En este trabajo se presen-
tan losresultados delaaplicacion defiltrados del cultivo deU.
scitaminea Sydow aplantulas micropropagadasin vitro, como
posible prueba de resistenciaa carbén en condiciones de la-
boratorio. El filtrado del cultivo del hongo (FCH) provocé va-
riaciones significativas en e peso fresco, incremento de la
longitud y porcentaje de érea clorética de las plantulas trata-
das, independientemente de la resistencia de campo de las
variedades delas cuales se originaron las plantul as. En cam-
bio, ladisminucion en el ahijamientoin vitro inducidapor el
FCH estuvo directamente relacionada con laresistenciaen
el campo de los genotipos estudiados. La medicion de esta
variable permitio clasificar correctamente seis de las ocho
variedades estudiadas, |0 que estimulasu futuro empleo como
criterio deresistenciaa carbén.
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posibilidad de llevar a cabo este tipo de ensayos en con-
diciones in vitro reduciria grandemente los gastos.

Recientemente se ha demostrado la expresion de la
resistencia al carbén de variedades de cafia de azlicar en
condiciones in vitro (Héctor et al., 1995). Los filtrados del
cultivo de U. scitaminea Sydow se han empleado
exitosamente también para la seleccion de somaclones
resistentes a la enfermedad (Héctor et al., 1993; Gémez,
1996; Héctor, 1996). Sin embargo, el uso de callos o sus-
pensiones celulares para las pruebas de resistencia no
es recomendable, pues la variacion somaclonal puede
alterar los resultados. La existencia en Cuba de unatec-
nologia para la micropropagacion de variedades de cafia
de azucar que proporciona plantas de gran identidad y
pureza genéticas brinda una herramienta para realizar
dichos estudios en condiciones de laboratorio.

En este trabajo se estudio el ahijamiento de plantulas
de diferentes variedades cultivadas in vitro con filtrados
del cultivo de U. scitaminea Sydow, como posible prue-
ba para la resistencia al carbén de la cafia de azucar.



MATERIALES Y METODOS

Elfiltrado del cultivo del hongo (FCH) se obtuvo se-
gun lo descrito por Héctor (1996). Las esporas de U.
scitaminea Syd. se sembraron sobre medio papa})—dex-
trosa-agar y se mantuvieron en la oscuridad a 30 C du-
rante 10 dias. Fragmentos del micelio resultante se sem-
braron en medio liquido de Murashige y Skoog (1962)
libre de hormonas. Después de 15 dias, alicuotas de
0.1 mL de estos cultivos se pipetearon a frascos conte-
niendo 50 mL de medio de Murashige y Skoog (1962)
liquido sin hormonas. Luego de 24 dias, el medio fue fil-
trado a través de papel, y el FCH se conservé congelado
hasta su utilizacion.
Las plantulas micropropagadas se obtuvieron segun
lo recomendado por Santana (1995) de las variedades
Jab4-19 (altamente resistente al carbédn), B42231 y C290-
73 (altamente susceptibles). Las plantulas de cada varie-
dad, en nimero de 30, se transfirieron a medio de propa-
gacion (control) (MP) o a medio de propagacion enrique-
cido con 60 % de FCH (v/v) (MP + FCH). Después de
cuatro semanas a 28°C bajo 3000 lux (14 horas de luz,
10 de oscuridad), se evalu6 el comportamiento de las
siguientes variables:
= Incremento en la longitud de las plantulas=longitud
actual-longitud al inicio del experimento

= Cantidad de hijos por planta

= Peso fresco

= Porcentaje de area clorética (considerando como 100 %
el total de masa vegetal contenido en cada tubo).

En un segundo experimento, se determind solamente la
cantidad de hijos en plantulas micropropagadas con o sin FCH
de las variedades C1324-74 (susceptible al carbén), C1616-75
y CP52-43 (intermedias), C120-78y C0997 (resistentes). Las
condiciones experimentales fueron similares a las descritas
para el experimento anterior. El criterio para la resistencia de
campo de estas variedades se obtuvo del analisis de sus resul-
tados, en las pruebas de resistencia llevadas a cabo en las
Estaciones Provinciales de Investigaciones de la cafia de azu-
car de Matanzas, Camagtiey y Holguin. Para simplificar el
estudio, se prefirié6 agruparlas en susceptibles (S),
intermedias(l) y resistentes (R). Los datos de ambos experi-
mentos se procesaron a través del analisis de varianza simple
con disefio completamente aleatorizado. Las medias se com-
pararon através de la prueba de Duncan con p< 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Elfiltrado del cultivo del hongo ejercié una influencia signi-
ficativa sobre el incremento en la longitud de las plantulas (Fi-
gura 1). Sinembargo, el comportamiento in vitro de las varieda-
des no se correspondi6 con su resistencia en condiciones
naturales. Ja. 64-19 (R) y B42231 (S) fueron significativamente
afectadas, mientras la longitud de C290-73 (S) se incremento
en comparacion con el control. De igual forma, el peso fresco
de las plantulas se afectd por la aplicacion del FCH, indepen-
dientemente de la resistencia de campo de las variedades (Fi-
gura 2). Este comportamiento heterogéneo no permite el em-
pleo de estas variables en estudios futuros.
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Figura 1. Afectaciones en el incremento en la lon-
gitud de plantulas de tres variedades des-
pués de cuatro semanas en condiciones
control o con FCH (ESx=0.09)
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Figura2. Afectaciones en lamasafrescade plantulas
de tres variedades después de cuatro se-
manas en condiciones control o con FCH

(ESx=0.06)

En cuanto al porcentaje de area clorética (Figura 3),
aunque la afectacion fue proporcional a la resistencia de campo
de los genotipos, elincremento significativo observado en la
variedad Ja64-19 (R) y el hecho de que esta variable se eva-
[a visualmente no estimulan su empleo en futuros estudios,
por las posibles confusiones que esto puede acarrear en la
expresion in vitro de la resistencia o susceptibilidad.
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Figura 3. Porcentajes de area clor6tica de plantulas
de tres variedades después de cuatro se-
manas en condiciones control o con FCH
(ESx=5.8)

En cambio, el FCH provoco serias disminuciones en
la cantidad de hijos por plantula (con respecto al control)
de las variedades susceptibles, y no afecto el ahijamiento
de laresistente (Figura 4).
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Figura 4. Afectaciones en la cantidad de hijos de
plantulas de tres variedades despues de
cuatro semanas en condiciones control o
con FCH. Datos transformados como log
(y+1) (ESx=0.08)

Héctor et al. (1995) demostraron la presencia de
sustancias con actividad auxinica en los filtrados del
cultivo del hongo. Los excesos de auxinas pueden en-
mascarar el efecto de otros reguladores del crecimien-
to, principalmente las citoquininas (Salisbury y Ross,
1994); como éstas son las principales responsables del
ahijamiento en el medio de micropropagacion (Santana,
1995), el exceso de auxinas aportado por el FCH pudie-
ra ser la razon para la disminucion del ahijamiento en
las variedades susceptibles, al minimizar la accién de las
citoquininas sobre las plantas cultivadas en presencia del
filtrado. La no afectacién en las variedades resistentes pu-
diera tener su causa en la existencia de mecanismos para
controlar los excesos de auxinas (Palme y Schell, 1993).

Los resultados de este experimento condujeron ala eva-
luacién del ahijamiento en medio de propagacion (MP) o en
medio de propagacion enriquecido con el filtrado del cultivo
del hongo (MP+FCH) de plantulas de cinco variedades con
resistencia de campo conocida y diferente. El criterio para la
resistencia fue:

Ahijamiento estadisticamente

similaren MP y en MP + FCH= variedad resistente
Ahijamiento estadisticamente

Inferior en MP + FCH con respecto a MP= variedad susceptible

Este procedimiento (Figura 5) permitio clasificar co-
rrectamente in vitro a las variedades C1324-74 (S), C120-
78 (R) y C0997 (R). Mientras tanto, C1616-75 y CP52-
43, que se comportan como intermedias en condiciones
de campo, se manifestaron in vitro como resistente y
susceptible, respectivamente. Las contradicciones entre
las pruebas de campo y de laboratorio son un evento co-
mun. Al parecer, la causa de este fenomeno radica en la
existencia de varios mecanismos de defensa, como las
barreras morfoldgicas, los inhibidores de la germinacion
y la proteccion enzimética (Héctor, 1996). Sin embargo,
la resistencia in vitro debe estar determinada por meca-
nismos muy intimos de tipo enzimatico, ya que los dos
primeros no pueden manifestarse en estas condiciones.
Por ello, el sistema propuesto debe mostrar la resisten-
cia mas intrinseca de las variedades al tipo de alteracion
gue induce los dafios mas graves a su desarrollo: las
sustancias hormonales producidas por Ustilago
scitaminea Sydow.
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Figura 5. Afectaciones en la cantidad de hijos de
plantulas de cinco variedades después de
cuatro semanas en condiciones control o
con FCH. Datos transformados como log

(y+1)

Eldesarrollo de este tipo de pruebas puede ayudar a dis-
minuir los gastos que en el presente se originan en los ensa-
yos de campo. De la misma forma, las pruebas in vitro pueden
ofrecer informacién Util sobre las variedades en la etapa de
cuarentena, especialmente cuando su entrada al pais se lleve
a cabo en forma de propagulos cultivados in vitro.

CONCLUSIONES

# Las plantulas de variedades susceptibles cultivadas

en presencia de FCH mostraron sensibles disminu-
ciones en su ahijamiento con respecto a las que cre-
cieron en condiciones control.

La disminucion del ahijamiento en presencia de FCH
puede emplearse como criterio para la resistencia in
vitro al carbon de la cafia de azucar.
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