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RESUMEN

En este trabajo se han utilizado 23 variedades de cafia de azucar, 7 de ellas introducidas desde distintos
origenes (México, Estados Unidos y Tailandia) y el resto desarrolladas localmente en Guatemala. En las
variedades introducidas se detectaron sintomas del virus del Mosaico (SCMV) y del Amarillamiento foliar
(SCYP) por lo que se ha utilizado el cultivo de meristemos para la regeneracién de planta sana a partir de
estas plantas infectadas. Esta metodologia también se ha aplicado a las variedades locales. La desinfeccion
y tratamiento térmico de esquejes de estas variedades ha permitido obtener brotes y meristemos que se han
cultivado in vitro. Se ha conseguido regenerar plantas a partir de todas estas variedades. En promedio, se
logro un 30.82 por ciento de regeneracion. Estas plantas se han analizado utilizando marcadores
moleculares con el fin de descartar la presencia de los patdégenos causantes de las enfermedades:
Amarillamiento foliar (SCYP), Escaldadura foliar (LSD), Raquitismo de las socas (RSD) y virus del
mosaico de la cafia de azicar (SCMV). Las plantas sanas regeneradas se utilizaron como explantes para su
multiplicacion in vitro. El nimero de plantas micropropagadas fue diferente para cada variedad, en
promedio, se pueden obtener hasta 2000 plantas a partir de un mes del inicio de la multiplicacion. Las

plantas saneadas se han incorporado a distintos programas de mejora e intercambio de germoplasma.
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SANEAMIENTO DE MATERIAL VEGETAL MEDIANTE CULTIVO DE
MERISTEMOS DE CANA DE AZUCAR (Saccharum spp. hibridos) Y DESARROLLO DE
PROTOCOLOS DE MULTIPLICACION IN VITRO

INTRODUCCION:

Importancia econdmica de
la cafla de azucar en el
mundo y en Guatemala:

La cafia de azlcar (Saccharum
spp.) es probablemente el
cultivo mas valioso del
mundo, valuado en
aproximadamente US$ 143
mil millones por afio. Cerca
del 75 por ciento de la
produccion mundial de
sacarosa proviene de la cafia
de azlcar que es cultivada en
méas de 100 paises (Da Silva y
Bressiani, 2005). Es ademas,
el cultivo industrial mas
cercano a la sostenibilidad
como fuente renovable de
energia (Wu y Birch, 2007).
La produccion mundial de
cafla de azlcar durante el afio
2010 se estimé6 en 1685
millones de toneladas, en un
area de 23.8 millones de
hectareas (FAOSTAT, 2010).

Guatemala es el cuarto mayor
exportador de azlucar en el
mundo y el tercero en
productividad por hectarea.
El azlcar representa el 10.38
por ciento de las
exportaciones totales del pais
y el 20.95 por ciento de las
exportaciones agricolas,
generando uss$ 505.3
millones en ingreso de divisas
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durante el afio 2011 (ASAZGUA, sin fecha).

Durante los dltimos cinco afios, las producciones de cafia de
azucar en Guatemala se han mantenido alrededor de 20 millones
de toneladas métricas (Cuadro 1) en un area promedio de
230,000 hectareas distribuidas en la planicie de la costa sur
(Figura 1).
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Figura 1. Ubicacién geografica de la zona cafiera de Guatemala y de
los ingenios azucareros

Aziicar RENDIMIENTO
Area | CaflaMolida| Azicar |exportada| Azicar| Cafia | Azicar | Axzicar
Afio Zafra | (ha) ™ ™ ™ (%) | (TM/ha) | (TM/ha) |(TM/ha/mes

2006-2007 210,000 19,813455 2,169,890 1505928 1095 9631  10.54 0.92
2007-2008 230,000 19,697,218 2,089,396 1439076 1060 8726  9.25 0.80
2008-2009 230,000 20156217 2217332 1582350 11.00 9112  10.02 0.87
2009-2010 230,000 22,530,622 2340837 1685522 1030 10240 10.55 0.92

2010-2011 231505 19219653 2048142 1303911 1060 8852  9.38 0.82

Cuadro 1. Produccion de azlUcar en Guatemala 2006/2007 — 2010/2011
Fuente: CENGICANA, 2011.
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Taxonomia

La taxonomia y filogenia de la
cafia de azucar son
complicadas pues plantas de
cinco  géneros  comparten
caracteristicas comunes vy
forman un grupo de
entrecruzamiento

estrechamente relacionado
conocido como “complejo
Saccharum”.  El complejo

Saccharum se compone de

Saccharum, Erianthus
(Seccion Ripidium),
Miscanthus (Seccidn
Diandra), Narenga y

Sclerostachya. Estos géneros
se caracterizan por altos
niveles de poliploidia vy
numero  cromosémico  con
frecuencia desbalanceado
(aneuploidia), haciendo dificil
su determinacién taxondémica,
lo cual ha resultado en muchas
revisiones previas de sus
relaciones taxondmicas
(Daniels y Roach, 1987).

La cafia de azlcar pertenece al
género Saccharum, un género
complejo que se caracteriza por
alta poliploidia y frecuente
aneuploidia. El  género
Saccharum se compone de seis
especies: S. spontaneum L., S.
robustum Brandes y Jesweit ex
Grassl, S. officinarum L., S.
barberi Jesw., S. sinense Roxb.,
y S. edule Hassk. Se cree que
S. officinarum evolucion6 a
partir de S. robustum en Java y
que S. barberi y S. sinense son
hibridos  naturales de S.
officinarum y S. spontaneum
(Jannoo et al., 1999).

Origen y domesticacién

La cafia de azucar es
originaria del sudeste asiatico

y Nueva Guinea. Sus tallos maduros son capaces de acumular
entre 12 — 16 por ciento de su peso fresco y alrededor de 50 por
ciento de su peso seco como sacarosa (Dillon et al., 2007).

La cafia no llegd al Mediterraneo hasta que los &rabes conquistaron
Egipto y la introdujeron ahi en 641 A.C. Los portugueses la
llevaron a Madeira, las Islas Canarias y a Africa Occidental. En
su segundo viaje en 1493, Colén la llevdo a la Espafiola
(Republica Dominicana y Haiti). Esta cafa, conocida en el
nuevo mundo como “criolla” era en realidad Saccharum barberi
y no fue sino hasta finales del siglo XVIII cuando se introdujo la
cafia noble Saccharum officinarum del lejano oriente al nuevo
mundo, donde rapidamente sustituyé a la criolla debido a su
rendimiento superior (Robinson, 1995).

Hasta finales del siglo XIX, S. officinarum, S. sinense y S.
barberi proporcionaron la mayoria de cultivares cultivados
comercialmente (Jannoo et al. 1999). Sin embargo, Saccharum
officinarum y Saccharum spontaneum son las dos especies que
han contribuido al origen de los actuales cultivares: S.
officinarum (2n = 80) la especie productora de azlcar, conocida
como “noble”, y S. spontaneum (2n = 40 a 128) una especie
silvestre con gran variabilidad (D’Hont y Glaszmann, 2001).

Mejora genética de la cafia de azUcar

Generalidades: ElI mejoramiento de la cafia de azUcar a través
de manipulacion genética ha sido un proceso dirigido y
continuo desde 1888, tras la observacion en 1858 de que la
cafia de azucar producia semilla viable. Los destrozos
causados por enfermedades en Java motivaron a los holandeses
a encontrar medidas de control, lo que resulté en programas de
mejora y seleccion que fueron los precursores de los exitosos
programas de mejoramiento actuales. La mayoria de areas
productoras de cafia de azlcar cuenta con programas de
mejoramiento para desarrollar variedades de adaptacion local
(Heinz, 1987).

De acuerdo con Lakshmanan (2005), hasta fines del siglo XIX,
la mayoria de cafia cultivada eran clones de Saccharum
officinarum (2n = 80 cromosomas) con altos niveles de
sacarosa. Uno de los principales logros en la mejora genética
lo constituyeron los hibridos entre S. officinarum y la especie
silvestre S. spontaneum. Una serie de retrocruzas con S.
officinarum (proceso conocido como nobilizacién), resulté en
cultivares con mayores rendimientos, mejor capacidad de
rebrote y resistencia a enfermedades. Los cultivares modernos
han sido desarrollados de estos hibridos iniciales y tienen entre
2n = 100 y 2n = 130 cromosomas, de los cuales 10 — 25 por
ciento pertenecen a S. spontaneum (D’Hont et al. 1996).
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La hibridacion interespecifica
entre S. officinarum como
progenitor femenino y S.
spontaneum como progenitor
masculino produce progenies
con numero  cromosomico
triploide (2n + n = 100-130)
(Sreenivasan citado por OGTR,
2011). Esto surge debido a que
el progenitor femenino
transmite  2n  cromosomas,
mientras que el progenitor
masculino transmite, como es
normal, n cromosomas. Esta
transmision asimétrica también
ocurre la primera vez que el
hibrido es retrocruzado con S.
officinarum y se cree que
ocurre a través de
endoduplicacién o a la fusion
de dos ndcleos durante la
meiosis. Este fendmeno facilitd
el mejoramiento de los
cultivares modernos pues las
cualidades  del  progenitor
femenino se recuperaron mas
rapidamente en los hibridos,
con lo cual se requiri6 menos
ciclos de retrocruza para
producir cultivares con alto
contenido de azucar (OGTR,
2011).

Uno de los productos de la
nobilizacion, la  variedad
POJ2878 mostré un éxito tan
grande que en 1929 ocupaba el
90 por ciento del area sembrada
en Java y fue introducida en la
mayoria de programas de
investigacion en cafa de azlcar
a nivel mundial (Lu et al.,
1994).

Los incrementos en produccion
desde el siglo XIX se han
asentado en un continuo
abastecimiento de cultivares
mejorados que satisfacen los
requerimientos de las industrias
azucareras alrededor  del

mundo. La mayoria de estas industrias financia programas de
mejoramiento para incrementar su productividad, mediante el
incremento directo del rendimiento de azUcar, a través del
incremento en el rendimiento de cafia y de contenido de azlcar, e
indirectamente por la incorporacidn de resistencia genética para las
principales enfermedades y plagas. Los cultivares se desarrollan
utilizando tres componentes: Ensamblaje de una poblacion
caracterizada de clones progenitores; generacion de progenies
variables mediante polinizacién cruzada; y seleccién de clones
atiles (Hogarth y Berding, 2005).

Necesidades de Mejora Genética con relacion a
enfermedades en Guatemala: Como se ha comentado
anteriormente se han desarrollado programas para aumentar el
rendimiento de azlcar, a través del mejoramiento en el
contenido de azlcar y del rendimiento de cafia, sin embargo, la
obtencion de materiales con resistencia genética a
enfermedades, es muy importante para alcanzar indirectamente
el incremento en el rendimiento de azlOcar. La obtencion de
variedades resistentes implica el desarrollo y aplicacion de
métodos adecuados de seleccion y diagnostico para las
principales enfermedades que afectan al cultivo. Ademas,
algunas de estas enfermedades son sistémicas y requieren ser
eliminadas eficientemente en el establecimiento de semilleros,
pues la reproduccién de la cafia de azUcar se realiza a través de
semilla vegetativa.

En la cafia de azucar se han reportado mas de 126 enfermedades en
109 paises y en Guatemala se han identificado 24. Tomando en
cuenta la incidencia, severidad y efecto en la produccién, se ha
determinado que en Guatemala, las mas importantes son:
Raquitismo de las socas, Carbon, Escaldadura foliar, Roya marrén
o café y Roya naranja. EIl segundo grupo en importancia esta
integrado por: Virus del mosaico de la cafia de azlcar, Raya roja y
Amarillamiento foliar y el tercer grupo por: Cogollo retorcido
(Pokkah boeng), Mancha pdrpura, Mancha amarilla y Raya
clorética (Ovalle, 2012). A continuacién se hace una breve
descripcion de las enfermedades involucradas en el presente
trabajo:

Escaldadura foliar: Es una enfermedad vascular causada por la
bacteria Xanthomonas albilineans, cuya presencia se restringe a los
elementos del xilema en el tejido vascular. Produce una fitotoxina
la cual se cree que inhibe el desarrollo de los cloroplastos e
interrumpe la fotosintesis.  Tiene el potencial para limitar
seriamente el cultivo de variedades susceptibles. Puede tener un
periodo latente (asintomatico) que dura afios. Es ademas una
enfermedad complicada por el hecho de que se puede manifestar en
una fase crénica o aguda (Comstock y Gilbert, 1991). EIl sintoma
tipico de la fase cronica son las “lineas de lapiz”, unas lineas
blancas de 1 a 2 mm de ancho en las hojas, que corren paralelo a las
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nervaduras y que se extienden
desde la nervadura central hacia
los bordes. Ademas, en tallos
maduros, la punta de las hojas
se necrosa y aparecen brotes
laterales de la base del tallo
hacia arriba. Normalmente
estos brotes presentan lineas de
lapiz y mueren poco tiempo
después (Comstock y Gilbert,
1991). Cuando se presenta la
fase aguda, los tallos pueden
marchitarse de subito y cambiar
del color normal a un rojo
oscuro y morir repentinamente
sin haber presentado otros
sintomas. En Guatemala es una
enfermedad importante, debido
a gque las condiciones
ambientales de estrés (periodos
lluviosos severos y periodos
secos severos) favorecen su
diseminacion y expresion. Su

transmision se da
principalmente por el uso de
semilla vegetativa y

herramientas contaminadas con
la bacteria. Su control es a
través del uso de variedades
resistentes y mediante
tratamiento hidrotérmico de la
semilla  vegetativa (Ovalle,
2012) aungue no es eficiente al
100 por ciento.

Raquitismo de las socas:
Esta enfermedad es causada por
la bacteria identificada como
Leifsonia xyli subsp. xyli. Es
dificil de diagnosticar pues sus
sintomas son poco claros y
pueden confundirse con los
producidos por estrés abi6tico.
Cuando las plantas estan
infectadas ocurre una reduccion
progresiva en la produccion de
cafia a través de los cortes, cuyo
efecto dio origen al nhombre de
la enfermedad. [Esto ocurre
como resultado  de la
obstruccion del xilema por la

bacteria. Ademas, las macollas o cepas enfermas pueden producir
un menor namero de tallos. Su transmisién ocurre por el uso de
semilla y herramientas contaminadas (Ovalle, 2012). Se le
considera como una de las enfermedades méas importantes a nivel
mundial. Muestra infecciones en todas las variedades cultivadas en
Guatemala y es capaz de causar efectos importantes en la
produccion. ElI método de control més utilizado es el tratamiento
térmico a los esquejes (Ovalle, 2012), aunque como en el caso
anterior no es totalmente efectivo.

Virus del mosaico de la cafia de azucar: Conocida
comunmente como “mosaico”, presenta como sintoma mas
distintivo en la hoja, un patrén en mosaico de verdes (Figura 2). No
es una enfermedad simple sino multiple, que puede ser causada por
cuatro diferentes virus patdgenos: Mosaico de la cafia, mosaico del
sorgo, mosaico del enanismo del maiz y mosaico del pasto Johnson
(Comstock y Gilbert, 1991), todos pertenecientes al género
Potyvirus, de la familia Potiviridae (Goncalves et al. 2011). El
virus se transmite en los esquejes de semilla y también a través de
los é&fidos Rhopalosiphum maidis, Hysteroneura setariae y
Toxoptera graminum. El método de control recomendado es el uso
de variedades resistentes (Ovalle, 2012).

Amarillamiento foliar: El sindrome de la hoja amarilla de la
cafia de azUcar (YLS) se report6 por primera vez en Hawaii en 1989
y desde entonces ha sido observado en mas de 30 paises. Los
sintomas tipicos de la enfermedad incluyen amarillamiento de la
nervadura central (Figura 2), que aparece al inicio en la parte
abaxial de las hoja y que eventualmente se extiende a la lamina,
acortamiento de los entrenudos, amarillamiento y necrosis foliar.
En un inicio se demostré que un Luteovirus, (el virus de la hoja
amarilla de la cafia de azlicar (SCYLV)) era el causante del YLS,
pero posteriores estudios revelaron un fitoplasma asociado con la
enfermedad. Recientemente se le ha denominado como “hoja
amarilla” a la enfermedad causada por SCYLV y “amarillamiento
foliar” a la enfermedad causada por el fitoplasma del
amarillamiento foliar de la cafia de azucar (SCYP) (Joomun et al.,
2007). La transmision de la enfermedad causada por el virus, es a
través de los esquejes de semilla y por los afidos Melanaphis
sacchari y Rophalosiphum maidis. La transmision del fitoplasma
se reporta a traves del insecto Saccharosydne saccharivora
comunmente llamado “coludo”. Para su control se recomienda el
uso de variedades resistentes (Ovalle, 2012).

Programa de mejora genética en Guatemala: En Guatemala,
el Programa de Variedades de CENGICANA realiza el
mejoramiento genético de la cafia de azlcar enfocado a
contribuir al incremento de la productividad de azucar. Para
ello se pretende generar y/o adaptar variedades de alto tonelaje
de cafia y rendimiento de azlcar, a las diferentes condiciones
ambientales, y que a su vez muestren resistencia a las
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enfermedades y las plagas
mas comunes. EI programa de
variedades de CENGICANA,
inicio sus actividades en el afio
de 1992 y fue establecido con
una estrategia general que
contempla tres componentes
principales: a) variabilidad
genética  (germoplasma vy
cruzamientos), b) evaluacion y
seleccion y c) liberacion de
variedades nuevas. La
estrategia  conlleva  cuatro
objetivos de mejoramiento: a)
mejoramiento del rendimiento
de azucar por unidad de érea, b)
resistencia a enfermedades, c)
adaptabilidad y d) habilidad de
soqueo. Estos objetivos de
mejoramiento  responden  al
prototipo varietal requerido por
la agroindustria  azucarera
guatemalteca (Orozco et al.
2012). Todos estos objetivos
requieren del manejo de un
gran numero de materiales, de
metodologias apropiadas de
seleccion y de metodologias
gue permitan comprobar el
estado sanitario de las plantas
en determinadas fases del
proceso, es decir la ausencia de
patégenos en los materiales que
se van a utilizar. Puesto que la
propagacion de los materiales
es vegetativa, y muchos de ellos
son sensibles a patdgenos que
afectan a este cultivo, el
desarrollo de protocolos que
permitan el saneamiento de
material infectado es una
necesidad.

Técnicas de cultivo in vitro
utilizadas para la mejora de
la cafia de  azlcar.
Produccion de plantas libres
de patogenos,
micropropagacion y

conservacion de germoplasma.

Las técnicas de cultivo in vitro de plantas pueden utilizarse con
fines muy diversos como son la produccién de material vegetal
libre de patégenos, la micropropagacion, la conservacion de
germoplasma, la transformacién genética, la seleccién de mutantes,
la hibridacion somética o el aprovechamiento de la variacion
somaclonal. En el caso de la cafia de azlcar se ha trabajado con
todas estas metodologias (Lakshmanan et al. 2005; Snyman et al.
2011), las cuales requieren en su mayoria de la regeneracion de
plantas a partir de explantes. Esa regeneracion puede producirse en
la cafia de azl(car por la via organogénica o a través de la
embriogénesis somatica. A su vez, cada una de estas vias puede ser,
directa o indirecta. Heinz y Mee (1969) fueron los primeros en
regenerar plantas de cafia de az(car a partir de callo. A
continuacion se comenta brevemente las técnicas relacionadas con
este trabajo:

Produccion de plantas libres de patégenos: EI cultivo de
meristemos es la técnica mas utilizada para el saneamiento de
plantas infectadas, se basa en el supuesto de que no todas las
células de un meristemo apical estan infectadas con el patogeno,
pues no llegan los haces vasculares y que por lo tanto es posible
disectar una region no infectada y regenerar una planta sana. El
cultivo de discos foliares también se ha utilizado en la cafia de
azucar con el fin de obtener plantas libres de enfermedades. En
muchas ocasiones, estas técnicas se combinan con tratamientos
térmicos, antivirales o crioterapia (Burbano y Garcés, 2007; Wang
et al.,, 2007). Son distintos los trabajos reportados en cafia de
azlcar:

-Leu (1978) obtuvo plantas sanas a partir de plantas que mostraban
sintomas de Mosaico, Raquitismo, Hoja blanca, Mildiu y Mancha
clorética, a través del cultivo de meristemos apicales vy
rediferenciacion de callo, en combinacién con tratamiento
hidrotérmico de la semilla vegetativa.

-Parmessur et al. (2002), indujeron la formacién de callo en 30
variedades de cafia de azlcar infectadas con el virus de la hoja
amarilla de la cafia de azlcar y/o con el Fitoplasma del
amarillamiento de la cafia de azUcar utilizando discos foliares como
explantes para la produccién de material sano.

-Otra aproximacion fue la realizada por Snyman et a.,. (2005) que
evaluaron el sistema Novacane® de micropropagacion rapida
mediante embriogénesis somatica directa, para la eliminacion de
patdgenos en plantas infectadas con Raquitismo de las socas (RSD),
Fitoplasma del amarillamiento de la cafia de azucar (SCYP), Virus
del Amarillamiento de la cafia de aztcar (SCYLV), Virus del
mosaico de la cafia de aztcar (SCMV) y Escaldadura foliar
(LSD).
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Ramgareeb et al., (2010),
utilizaron el cultivo de
meristemos combinado con
la termoterapia para
regenerar plantas de cafia de
azucar de la variedad NCo
376 libres del virus del
Mosaico de la cafia de azlcar
y del virus de la Hoja
amarilla de la cafia de azUcar
a partir de material
infectado.

Subba y Sreenivasulu (2011),
regeneraron plantas libres
del virus del Mosaico rayado
de la cafia de azucar
(SStMV) utilizando
termoterapia y cultivo de
meristemos.

La utilizacion de marcadores
moleculares para confirmar la
presencia de patdgenos y su
identificacion antes de
obtener los meristemos y/o
confirmar la ausencia de éstos
tras la regeneracion es de
gran interés, pues al utilizarse
en combinacién con las
técnicas in vitro se puede
asegurar la limpieza de los
semilleros con los que se
inician las siembras, ademas
de fortalecer los procesos de
cuarentena e intercambio de
germoplasma con programas
de mejora de otros paises. En
cafia de azlGcar se han
utilizado distintos marcadores
asociados a las enfermedades
previamente comentadas
(Smith y Van de Velde 1994;
Davis, Rott y Astua-Monge
1998; Joomun et al., 2007)

Micropropagacion: La
micropropagacion  es la
propagacion fiel de un
genotipo y puede obtenerse
por distintas vias (Gisbert et

al., 2008). En cafa de azlcar son numerosos los protocolos de
micropropagacidn descritos (Ahloowalia y Maretzki 1983;
Chengalrayan et al., 2005; Franklin et al., 2006; Gill et al.,
2006; Ho y Vasil, 1983;). Para ello se han utilizado explantes
de hojas (Parmessur et al.,, 2002; Snyman et al., 2005;) vy
meristemos (Khan et al.,, 2008; Ramgareeb et al., 2010;
Victoria y Calderén, 1995). En muchos de estos protocolos
destaca la influencia del genotipo, los reguladores de
crecimiento empleados, las condiciones de incubacion y se
comentan los problemas de los explantes con la oxidacion
(Azofeita, 2009; Garcia et al., 2007; Gallo-Meagher et al.,
2000; Shiromani et al., 2010). Esto indica la necesidad de
desarrollar protocolos de micropropagacion que sean adecuados
para cada variedad.

Las eficiencias obtenidas son distintas segun los trabajos. Por
ejemplo, en el reportado por Meyer et al. (2010) se obtiene 1600
plantas por meristemo en 5 meses, mientras que Victoria y
Calderon (1995) reportan que con los resultados obtenidos se
podrian obtener hasta 1600 plantas por meristemo en 3 meses. Por
otra parte, Ramgareeb et al. (2010) obtuvieron 1300 brotes a partir
de un meristemo en 11 semanas.

- Conservacion de Germoplasma: Las técnicas de cultivo
in vitro también permiten la conservacion de germoplasma in
vitro o crioconservado. En el primero de los casos, requiere de
subcultivo periddico de los materiales pero se puede disponer
de las plantas para aclimatarlas y llevarlas a campo cuando se
necesiten. En el segundo, se necesita la regeneracion de la
planta antes de poder ser aclimatada, normalmente se pueden
almacenar los materiales por un periodo muy largo de tiempo.
Taylor y Dukic (1993) desarrollaron una metodologia para la
micropropagacién y almacenamiento de mas de 200 clones de
hibridos de Saccharum spp. utilizando meristemos apicales
como explante. Disponer de clones mantenidos in vitro y
obtenidos a partir de plantas sanas facilita el intercambio de
germoplasma entre instituciones y el suministro de materiales
sanos a demanda.

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Justificacion: En Guatemala, el proceso para desarrollar nuevas
variedades de cafia de azlcar se basa en el mejoramiento genético
convencional. La mayor fuente de variabilidad genética se obtiene
a través de cruzamientos entre variedades utilizadas como
progenitores, que han sido seleccionadas en la coleccion nacional
de la agroindustria azucarera. Otra fuente de variabilidad la
constituye la introduccién de variedades del extranjero, que se
realiza por medio de convenios de intercambio de germoplasma.
Sin embargo, para evitar el ingreso al pais de nuevas formas de
enfermedades ya existentes o de nuevas enfermedades que afectan al
cultivo de cafia de azlicar, el Area de Fitopatologia de CENGICANA
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implementd un proceso de
cuarentena, en el cual, las
variedades que muestren
sintomas de alguna enfermedad
son eliminadas. Sin embargo, el
saneamiento  de  variedades
mediante cultivo de tejidos
puede evitar esta eliminacion y
la consecuente pérdida de
recursos. Disponer de un
proceso que permita obtener
plantas libres de enfermedades
es estratégicamente importante
para el Programa de Variedades
de CENGICANA pues facilita
el ingreso de todos los
materiales importados, evitando
de esta manera, la eliminacion
de variedades en el proceso de
cuarentena. Ademas, esta
metodologia puede utilizarse
para obtener 'y certificar
germoplasma local con buena
calidad  fitosanitaria ~ para
exportacion. Otra ventaja que
nos aportan las técnicas de
cultivo in vitro, es que con la
micropropagacion a partir de las
plantas sanas o0 materiales
saneados podemos disponer de
clones sanos que pueden
introducirse para ser evaluados
en el momento en que se
requieran. La micropropagacion
y conservacion de  este
germoplasma in vitro nos
permite mantener un numero
elevado de clones en un espacio
reducido y en condiciones
controladas.

OBJETIVOS

Los objetivos que se plantean en este trabajo son:

1. Regenerar plantas libres de las enfermedades
Amarillamiento foliar y virus del Mosaico de la cafa de
azUcar a partir de variedades introducidas en Guatemala
desde distintas procedencias. Estas enfermedades fueron
detectadas durante el proceso de cuarentena realizado en el
Programa de Variedades de CENGICANA.

2. Regenerar plantas a partir de meristemos provenientes de
variedades desarrolladas localmente, que puedan utilizarse
con fines de exportacion en los convenios de intercambio
de germoplasma.

3. Comprobar vy certificar mediante la utilizacion de
marcadores moleculares la ausencia de los patégenos
causantes del Amarillamiento foliar y del Virus del
Mosaico de la cafia de azlcar, asi como de los causantes
del Raquitismo de la soca y Escaldadura foliar, en las
plantas regeneradas a partir de los meristemos. Estas dos
altimas enfermedades se incluyen en la certificacion
porgue estan causando graves dafios al cultivo.

4. Micropropagar y conservar las plantas saneadas mediante

cultivo in vitro para su posterior aclimatacion y uso en
distintos programas de mejora Yy/o intercambio de
germoplasma.

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se han llevado a cabo en el Laboratorio de
Biotecnologia de CENGICANA, ubicado en el municipio de
Santa Lucia Cotzumalguapa, departamento de Escuintla,
Guatemala.

Material vegetal

En total se han utilizado 23 variedades de cafia de azlcar, 16
locales y 7 introducidas de diferentes origenes.
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Cuadro 2. Listado de las variedades locales utilizadas y sus principales caracteristicas agronémicas en
comparacion con la variedad control

Progenitores CARACTERISTICAS AGRONOMICAS
No. | Variedad Femenino x Masculino | RENDIMIENTO | CONTENIDO [ RENDIMIENTO [ Fibra | o
AZUCAR SACAROSA CANA (%)
1 |CG96-01 CP72-1312 X CP57-603 Promedio Alto Promedio 13,1 [Baja
2 CG96-52 Q96 X CP57-603 Promedio Alto Bajo DND Baja
3 |CG96-78 CP65-357 X CP57-603 Alto Promedio Promedio 13,8 [Baja
4 |CG97-100 CB46-47 X CP57-603 Promedio Promedio Promedio 13,7 No
5 |CG98-10 PR87-2078 X PR87-2073 Alto Promedio Alto 14,7 |[Baja
6 CG98-46 CP56-59 X CP57-603 Alto Alto Alto 12,7 Alta
7 |CG98-62 Mex60-445 X CP57-603 Alto Promedio Alto 14,6 |[Baja
8 |CG98-78 TUC68-19 X CP57-603 Alto Promedio Alto DND [Alta
9 |CGSP98-16 |CTC 93981 X ? Promedio Promedio Alto 14,2 [Baja
10 [CGO00-033 CG95-125 X CP81-1384 Alto Alto Alto 13,8 Baja
11 |CGO00-044 MY 5464 X CP72-2086 Promedio Bajo Alto 13,8 No
12 |CG00-092 PGM89-968 X CG96-64 Alto Bajo Alto 16,1 Baja
13 [CGO01-17 Mex74-1409 X CP81-1384 Alto Promedio Alto 14,5 Baja
14 |CGO01-87 JA64-19 X CP91-1384 Alto Alto Alto 14,3 Baja
15 |CG02-007 |CP87-1491 X CP81-1384 Alto Promedio Alto 15,8 |Baja
16 |CGO02-144 CG96-01 X SP79-2233 Alto Alto Alto 12,9 Baja
g i i dio
17 (C(:Tnztri?fs CP62-374 X CP63-588 7;‘1":7::; Pr(°1 T;S'o (l)ll;;)on?l'jha) 12,5 |Alta

Caracteristicas de los sitios experimentales en Guatemala: Lat 14 N, Long 90 W, 0-500 msnm, 26°C.

Variedades
utilizado 16

locales:

Se han
variedades

desarrolladas localmente por
CENGICANA y 11 de ellas
se consideran de alto
rendimiento  (Cuadro  2).
Estos 16 materiales forman
parte del germoplasma que se

f | . d Grupo de [Planta

Qrece en_ 0s cor_1ven|os e No. [ Introduccion| No. | Procedencia Variedad Sintomas visibles

intercambio  varietal con

instituciones de contraparte 1 46 7 |México Mex80-1428 Mosaico

en (_)tros paises. Los tallos de 2 46 10 |México MotzMex95-401 Mosaico

variedades locales fueron

colectados de plantas 3 50 3 |Tailandia MTP99-1444 Mosaico

fenotipicamente sanas 4 45 5 |EUA HoCP05-920 Amarillamiento

ubicadas en parcelas del 5 51 6 |EUA Ho07-613 Amarillamiento
- L,y - mar

Banco de Semilla Genética 0

localizadas en la Estacion 6 44 1 [EUA CPCL06-3298 Amarillamiento

Experimental  Camantulul, 7 m 27 |Eua CP07-2629 Amarillamiento

Santa Lucia Cotzumalguapa.

Variedades introducidas: Las siete variedades restantes (Cuadro
3) fueron seleccionadas por presentar sintomas visibles del

Virus del Mosaico de la cafia de aztcar o de Amarillamiento
foliar (Figura 2) durante la evaluacion realizada en el proceso
de cuarentena que siguieron luego de ser introducidas a
Guatemala en los afios 2009 y 2010.

Cuadro 3. Listado de variedades introducidas y sintomas observados
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Limpieza de materiales y de enfermedades (Figura 3).
brotacion:
Luego fueron colocados en bandejas plasticas con papel

absorbente humedecido, a temperatura ambiente y oscuridad
durante 10 dias, para favorecer la brotacion de las yemas

En todas las variedades, el
procedimiento de limpieza
consistio en cortar los tallos

dejando las porciones de los (Figura 4).

nudos con una longitud de 5 cm

aproximadamente. Estos Los brotes obtenidos se desinfectaron superficialmente con una
segmentos, cada uno con una solucion de hipoclorito de sodio al 2 por ciento v/v durante 20
yema, fueron tratados en un minutos y luego se lavaron tres veces con agua esterilizada
bafio con agua a 51°C durante dentro de la camara de flujo laminar.

una hora, con el objetivo de

eliminar bacterias causantes

E

Figura 2. Sintomas que muestran la presencia de Figura 3. Tratamiento hidrotermico
Amarillamiento foliar (izquierda) y Virus del s1°C
Mosaico de la cafia (derecha).

de las yemas a

Figura 4. Brotacion de yemas para la obtencion de meristemos
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Cultivo de meristemos

Se extrajeron los meristemos
apicales con un didmetro
aproximado de 0.2 — 0.5 mm a
partir de los brotes desinfectados
(Figura 5) y se inocularon en un
medio que contenia las sales de
Murashige y Skoog (1962),
suplementado con 30 g/l de
sacarosa, 0.15 mg/l de 6-
Bencilaminopurina (BAP) y 0.8
por ciento de agar. Los
meristemos se incubaron a 25°C
durante  ocho dias  bajo
condiciones de oscuridad con el
objetivo de disminuir el dafio
causado por oxidacién vy
posteriormente se trasladaron a
condiciones de luz con un
fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h
oscuridad y la misma temperatura
(25°C).

Micropropagacion

Se utilizaron 10 variedades
locales para  iniciar la
micropropagacion: CG96-78,
CG98-78, CG98-46, CGI7-100,
CG02-007, CGO00-044, CGO00-
092, CG96-01, CG98-62 vy
CG00-033. Cada planta
regenerada de un meristemo fue
identificada y utilizada para
iniciar la multiplicacion en un
medio liquido (sin agar) que
contenia los mismos
componentes arriba descritos,
con excepcion de que la
concentracion de BAP aument6 a
0.30 mg/l. Transcurrido un mes
desde el inicio de la
micropropagacion se anotaron
los datos de No. de
brotes/explante inicial.

Efecto del acido
indolbutirico (AIB) en el

enraizamiento de variedades guatemaltecas de cafia de
azUcar micropropagadas in vitro: En todas las variedades
micropropagadas (listadas en el apartado anterior), se evaluaron
cuatro concentraciones de AIB (0; 0,5; 1,0 y 1,5 mg/l) para
estudiar el posible efecto de estimulo de la formacidn de raices.

El disefio del experimento fue bifactorial 10 x 4 con diferente
namero de repeticiones para cada tratamiento (entre 3 y 29). La
unidad experimental fue un frasco de cultivo y las variables
registradas fueron:

1. Porcentaje de plantas enraizadas
2. Ndmero medio de raices por planta
3. Longitud media de raiz (mm)

3.5 Extraccion de acidos nucleicos y analisis moleculares

Se muestre6 un frasco de cada clon y a las plantas se les extrajo
ADN y ARN para realizar el diagnéstico de los patdgenos,
utilizando tejido foliar.

Para la extraccion de ADN se sigui6 el método descrito por
Parmessur et al. (2002), mientras que para la extraccién de ARN se
utilizo el kit SV Total RNA Isolation System (Promega), siguiendo
las instrucciones del fabricante. La concentracion de ADN extraido
se midié utilizando espectrofotometria de absorcién y todas las
muestras fueron diluidas a una concentracion de 50 ng/pL.

Figura 5. Detalle del meristemo apical utilizado como explante
(Aumento 15X)
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Diagnostico de
enfermedades

El diagnostico de Raquitismo
de las socas y Escaldadura
foliar se realizo
simultdneamente en una misma
reaccion, de acuerdo con el
procedimiento  descrito  por
Davis, Rott y Astua-Monge
(1998), con la diferencia de que
el ADN no fue extraido de jugo
de cafia sino de tejido foliar. El
diagnostico de Fitoplasma del
Amarillamiento de la cafia de

azucar se realiz segun el procedimiento descrito por Joomun et
al., (2007) vy el diagnostico del virus del Mosaico de la cafia de
azUcar se realizd de acuerdo a lo reportado por Smith y Van de
Velde (1994), mediante el andlisis de ARN con PCR de
transcripcion inversa (RT-PCR), con la excepcion de que no se
diagnosticd simultdneamente el virus de Fiji (FDV). Para esto se
utilizé el kit One-Step RT-PCR Master Mix (Novagen®) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Las secuencias de los iniciadores,
las condiciones de PCR y la longitud de los productos amplificados
se resumen en los Cuadros 4 y 5.

Por ultimo, los productos de PCR fueron separados mediante
electroforesis horizontal en gel de agarosa al uno por ciento y
teflidos con bromuro de etidio, para ser visualizados con luz
ultravioleta.

Cuadro 4. Secuencias de los iniciadores utilizados para realizar los diagnosticos y tamafio del producto

amplificado.
Diagnostico Secuencias de Iniciadores Tamatio del Producto
PCR 1 PCR 2 Amplificado
RSD 5-CTGGCACCCTGTGTTGTITTIC-3 5-TCAACG CAGAGATIGTCCAG-3
5-TTC GGTTCT CATCTC AGC GTC - 3 5'- CGT CTT GAA GAC ACA GCG ATG AG -3’ 229 bp
LSD 5'CAC ACACAC AATACAGCATIGCGG3 |[5-CTTCTGCAGCTTGCTCGTC-3
5-CCCAACTTACTTGAGGCTATGG-3 5-GCTCAGTTACGC TCAGCTAATC -3 308 bp
SCYP 5-AAGAGTTTGATC CTGGCT CAGGATT-3'|5- ACGACTGCT GCTAAGACTGG-3
5-CGTCCTTCATCGGCTCTT-3 5-TGA CGG GCG GTG TGTACA AAC CCCG-3 1250 bp
SCMV 5’- ACA CAA GAG CAA CCA GAG AGG -3
5- AGT CAAAGG CATACCGCGCTA-3 359 bp

RSD = Raquitismo de las socas, LSD = Escaldadura foliar, SCYP = Fitoplasma del amarillamiento de la cafia de azticar, SCMV = Virus del mosaico de la cafia de azlcar
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Cuadro 5. Volimenes y condiciones de reaccion para el diagnostico de las enfermedades

Diagnostico Volumenes de reaccion
PCR 1 PCR 2 Condiciones de reaccion*
Agua desmineralizac  6.9uL  |Agua desmineralizada  6.9uL  |94°C |4 min 1 ciclo
Bufer 2.5uL  |Bufer 2.5uL  |94°C |30 seg
dNTPs 0.5uL  |dNTPs 0.5uL  |55°C |30 seg 31 ciclos
Iniciador 1 (F) 2.5uL  |Iniciador 3 (F) 2.5uL  |65°C |1 min
RSD + LSD |Iniciador 1 (R) 2.5uL  |lIniciador 3 (R) 25uL  |65°C  [3min 1 ciclo
Iniciador 2 (F) 2.5uL  |Iniciador 4 (F) 25uL  |4°C HOLD
Iniciador 2 (R) 2.5uL  |Iniciador 4 (R) 2.5uL
Taq Polimerasa 0.1yL  |Tag Polimerasa 0.1pL
ADN 5uL Producto de PCR 1 5uL
Volumen total 25 pL Volumentotal 25 pL
PCR 1 PCR 2 Condiciones de reaccion**
Agua desmineralizac  12.9uL |Agua desmineralizada 12.9uL (94°C |3 min 1 ciclo
Bufer 2.5uL  |Bufer 25uL  194°C |30 seg
dNTPs 0.5uL  |dNTPs 0.5uL  |55°C |90 seg 35 ciclos
SCYP |lIniciador 1 (F) 2.0pL  |Iniciador 2 (F) 2.0uL  |72°C |90 seg
Iniciador 1 (R) 2.0uL  |Iniciador 2 (R) 2.0uL  |72°C |10 min 1 ciclo
Taq Polimerasa 0.1puL  |Taq Polimerasa 0.1uL  |4°C HOLD
ADN 5uL Producto de PCR 1 5uL
Volumen total 25 pL Volumen total 25 pL
RT-PCR Condiciones de RT-PCR
2x One Step RT-PCI  25uL 90°C |30 seg 1 ciclo
Mn(Oac)2 50 mM 2.5uL 60°C |30 min 1 ciclo
Iniciador 1 (F) 2uL 94°C _[1 min 1 ciclo
SCMV ([Iniciador 1 (R) 2uL 94°C (30 seg
Agua libre de ARNas  13.5pL 60°C |30 seg 40 ciclo
ARN 5uL 72°C (1 min
Volumen total 50 pL 60°C [7 min 1 ciclo
4°C_ |HOLD

RSD = Raquitismo de las socas, LSD = Escaldadura foliar, SCYP = Fitoplasma del amarillamiento de la cafia de aztcar
SCMV = Virus del mosaico de la cafa de azlcar. El bufer en todos los casos con una concentracion inicial 10X, los dNTPs
a una concentracion inicial de 10mM y todos los iniciadores a una concentracion inicial de 10 uM

*Tanto para PCR1 como para PCR2. **En la PCR2 la temperatura de anillamiento cambia de 55 a 56°C.

RESULTADOS Y
DISCUSION

Desinfeccion de materiales
y cultivo de meristemos

La desinfeccion de las 23
variedades de cafa utilizadas,
16 locales y 7 introducidas
desde México, Estados Unidos

y Tailandia, no presentd problemas, en el sentido de que se
consiguid brotar yemas de todas ellas, sin contaminacion aparente,
a pesar de utilizar un nimero muy limitado de explantes en algunas
de las variedades. A partir de los meristemos obtenidos se ha
podido regenerar al menos una planta de las 23 variedades (Cuadro
6). Es por eso que el medio de cultivo y las condiciones de
incubacion utilizadas se consideran adecuados para este proceso.
Este medio de cultivo es similar al descrito por Ramgareeb et al.
(2010), pero difiere en que no contiene el regulador de crecimiento
kinetina, que se utilizaba en este trabajo, en muy baja
concentracion.
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En conjunto, de los 146
meristemos sembrados, el 30.82
por ciento continué su desarrollo
hasta la formacién de planta, en
un periodo de entre 2-4 meses.
Estos resultados concuerdan con
los reportados por Leu (1978),
quien reporta entre 30-60 por
ciento en la formacién de plantas
a partir de meristemos apicales en
un periodo de 2-5 y hasta 7 meses
y Parmessur et al., (2002) quienes
reportan 35.0 por ciento de
regeneracion. Por otro lado,
difieren con lo reportado por
Ramgareeb et al., (2010) quienes
determinaron que el 100 por
ciento de los  meristemos
sembrados produjo plantas.

En nuestro estudio, en algunos
meristemos se desarrolld una
Unica planta pero, en general a
partir del meristemo sembrado se
obtuvo la regeneracion de nuevos
brotes (Figura 6), También se ha
publicado esto en el trabajo de
Leu (1978).

El Cuadro 6 muestra los
resultados obtenidos en la
regeneracion a los 4 meses de

haber introducido los
meristemos en el medio de

cultivo. Como puede observarse en este cuadro, una de las
posibles causas de obtener una regeneracion inferior al 50 por
ciento puede ser la oxidacion observada en los meristemos
cultivados, que se observo en un 32.9 por ciento de los
meristemos. La contaminacion también ha impedido el
desarrollo de los meristemos en un 36.3 por ciento de los
explantes. Sin embargo, en los meristemos en los que se ha
desarrollado planta, se ha podido observar un crecimiento
optimo en todas las variedades como el mostrado en la Figura
6. Esto nos ha permitido utilizar éstas plantas regeneradas,
como explantes para la posterior micropropagacion

Figura 6. Planta regenerada a partir de un meristemo
apical.

Cuadro 6. Nimero de meristemos sembrados de cada variedad y su respuesta a la regeneracion de plantas.
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Multiplicacién clonal

Para inducir nuevos brotes se
utiliz6 como material de partida
los brotes inducidos a partir de
cada uno de los meristemos de
10 variedades. El cultivo en
medio MS liquido con 0.30 mg
de BAP por litro produjo la
induccion de nuevos brotes en
todas las variedades (Cuadro 7,
Figura 7). EI nimero de plantas
obtenidas por cada meristemo
en su primera fase de
propagacion mostro
variabilidad entre los genotipos
(Cuadro 7) en un rango de 20.5
+ 2.4 para la variedad CGOO-
033 y 60.8 £ 2.7 para la
variedad CG96-01, con un
nimero promedio (para el
conjunto de variedades) de
44.15 plantas al mes del inicio
de la micropropagacion. La
regeneracion es directa, e€s
decir, sin formacion de callo.
Este hecho es importante puesto
gue la presencia de callo puede
favorecer la aparicion de
variantes somaclonales. La

ausencia de callo y la alta tasa de multiplicacion obtenida indican la
consecucién de un sistema adecuado para llevar a cabo la
micropropagacion de estos materiales a gran escala puesto que, las
plantas obtenidas pueden utilizarse como madres para su posterior
multiplicacion. El regulador BAP se ha utilizado solo o en
combinacion con otros reguladores para la micropropagacion de
variedades de cafa de azucar. Victoria y Calderdn (1995) utilizaron
MS suplementado con 0.2 mg/l de BAP. Por otro lado, Franklin et
al. (2006); y Ramgareeb et al. (2010), lo utilizaron combinado, con
acido giberélico (GA3) y kinetina, respectivamente. Estos Ultimos
obtuvieron 1300 plantas micropropagadas de la variedad NCo376
tras 11 semanas de cultivo en medio MS con 0.1 mg/l de BAP y 0.1
mg/l de kinetina. En nuestro caso y tomando como referencia el
nimero medio se podrian obtener desde el inicio de la
micropropagacion 1936 plantas en dos meses.

Figura 7. Multiplicacion de brotes en una planta regenerada a partir
de meristemo apical

Cuadro 7.Numero medio de plantas producidas por meristemo en la

primera fase de propagacién, a los 30 dias de la siembra
Variedad No. de plantas/meristemo
CG96-78 55.6 + 3.5
CG98-78 40.8+ 4.2
CG98-46 30.4+2.6
CG97-100 52.7+ 4.6
CG02-007 275+ 4.1
CG00-044 55.8+7.8
CG00-092 55.6 + 5.4
CG96-01 60.8 + 2.7
CG98-62 41.9+7.1
CG00-033 20.5+2.4
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Efecto del acido
indolbutirico (IBA) en el
enraizamiento de plantas de
cafa de azucar
micropropagadas in vitro:
Tras la multiplicacién, es
conveniente ajustar las
condiciones de enraizamiento
para que éste no sea un factor
limitante en la posterior
aclimatacion de las plantas.
Puesto que el acido
indolbutirico es uno de los
reguladores de crecimiento
utilizado con frecuencia para
inducir el enraizamiento, se
estudiaron cuatro
concentraciones de  este
regulador con el fin de
seleccionar la mas adecuada.
Algunos autores como
Victoria y Calderén (1995)
también reportan el uso del
acido naftalenacético para la
induccién de raices in vitro.

En medio base sin adicionar el
regulador de crecimiento AlB,
se puede observar variabilidad
en cuanto a la capacidad de
enraizamiento entre
genotipos, a los 30 dias de
iniciada esta fase. Dentro de
este nivel de AIB (0 mg/l), el
porcentaje de plantas con raiz

estuvo en un rango entre 1.2 £ 1.2 para la variedad CG00-044 y
82.2 + 9.7 para la variedad CG00-033. Este dato indica la
necesidad de aumentar el porcentaje de plantas enraizadas en
algunos genotipos. En cuanto al resto de pardmetros medidos
también se observa variabilidad. EI numero promedio de
raices/planta esté en el rango 1.0 + 0.0 en la variedad CG96-78
y 4.8 + 0.5 en la variedad CG02-007 y la longitud media de
raices entre 1.8 £ 0.5 mm y 22.4 + 0.8 mm para las variedades
CG96-78 y CG00-033, respectivamente.

La adicion de AIB (0.5-1.5 mg/l) increment6 el porcentaje de
enraizamiento en los genotipos CG98-78, CG98-46 y CG97-
100, mientras que en los demas no parece tener efecto, o no lo
hemos podido observar debido al pequefio tamafio muestral en
algunos tratamientos (Cuadro 8). EI numero promedio de
raices/planta también resultd favorecido por la utilizacion de
AIB en el medio de cultivo en medio con las concentraciones
mas altas de AIB (1 6 1.5 mg/l) en CG96-78, CG98-78,
CG98-46 y CG97-100. Por ultimo, la longitud media/raiz ha
aumentado en algunos genotipos al adicionar AIB como es el
caso del genotipo CG96-78 (0.5 6 1 mg/l), los genotipos
CG98-62 y CG02-007 (0.5 mg/l) y del genotipo CG96-01
(Img/l). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Khan et al. (2008) quienes también encontraron una respuesta
diferencial de los genotipos con relacion a diferentes
concentraciones de AIB y de &cido naftalenacético (ANA)
para el enraizamiento in vitro de brotes de cafia de azUcar.

Estos resultados nos indican que esta fase tendria que
optimizarse para aquellos genotipos en los que el porcentaje
de planta enraizada es bajo (< 50 %) y la adicion de AIB no
ha aumentado considerablemente este porcentaje, en concreto,
los genotipos CG96-78, CG97-100, CG00-044, CG00-092 vy
CG96-01.
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Cuadro 8. Resultados obtenidos en el enraizamiento in vitro de 10 variedades guatemaltecas de cafia de
azucar en medio de cultivo con 4 concentraciones de acido indolbutirico (AIB)

Tratamiento Concentracion Plantas No. de raices Longitud
No. Variedad  de AIB (mg/l) enraizadas (%) promedio/planta media/raiz (mm)
1 0.0 6.7+5.1 1.0+£0.0 1.8+0.5
2 CG96-78 0.5 8.8+8.8 1.7+0.3 124+1.8
3 1.0 13.7+6.1 22+03 12.8+0.9
4 15 3.2+1.6 19104 8.3+10
5 0.0 11.7+3.0 13z01 114+1.1
+ +
6 CG98-78 0.5 27.8+15.4 16+0.1 13.0+1.3
7 1.0 30449 23+0.3 11.7+0.6
8 15 50.0 + 13.2 3.0+£0.2 16.1+0.6
9 0.0 28128 15+05 123+14
10 CG98-46 0.5 19.3+7.1 1.6+0.3 109+1.2
11 1.0 55.8+4.2 2704 11.7+£0.6
12 1.5 345+22.7 3.2+x04 10.3£0.9
13 0.0 46+3.9 1.3+0.3 129+24
+ +
14 CG97-100 0.5 26.0+11.0 19+0.2 122+1.2
15 1.0 229+37 1.8+0.2 7.8+0.6
16 15 20.4 +14.6 3.4+0.4 13.9+0.6
17 0.0 69.3+7.4 48+05 9.6+0.3
18 CG02-007 0.5 80.9 +10.0 46+0.6 14.6+0.5
19 1.0 70.3+8.7 41+03 8.8+0.3
20 15 71.5+11.3 48+0.4 10.2+0.4
21 0.0 12+1.2 15+05 9.0£0.6
22 CG00-044 0.5 12.1+55 1.7+0.2 84+0.8
23 1.0 53+39 20+£0.6 7.0+£1.7
24 15 40+3.0 18+0.5 6.4+13
25 0.0 16.3+5.4 14+0.1 8.4+0.8
+ +
26 CG00-092 0.5 22.1+56 1.8+0.1 7.8+0.7
27 1.0 15.3+5.6 20+0.2 55+0.3
28 15 20.3+55 22+0.2 6.4+0.3
29 0.0 74+15 15+01 72+1.0
30 CG96-01 0.5 13.7+10.5 19+0.2 7.6+05
31 1.0 13.9+5.6 15+01 95+0.8
32 1.5 21.1+93 16+0.1 142+09
33 0.0 54.6 +14.6 3.7x04 15.3+£0.7
+ +
34 CG98-62 0.5 15.0+15.0 47+12 27325
35 1.0 59.9+35 49+05 8.1+0.3
36 15 69.8 +10.9 48+0.5 8.8+0.3
37 0.0 82.2+9.7 47+05 224+0.8
38 CG00-033 0.5 85.4+8.1 5.8+0.5 204+0.5
39 1.0 734+35 49+05 21.6+0.7
40 15 96.9+3.1 7.6+0.8 16.1+0.4
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Diagnostico de
enfermedades

El andlisis de un clon de cada
variedad regenerada a partir de
meristemos se llevo a cabo con
los distintos marcadores
asociados a los patdgenos
causantes de las enfermedades
conocidas como Fitoplasma del
Amarillamiento foliar, Virus
del Mosaico de la cafia de
azlcar, Raquitismo de las socas
y Escaldadura foliar. En
ninguna de las  plantas
analizadas en el presente
trabajo, se amplificaron los
marcadores moleculares
asociados a las enfermedades
anteriormente mencionadas.
Esto indica que las plantas
regeneradas a partir de los
meristemos no contienen los
patégenos mencionados. El
cultivo de meristemos de cafia
de azlcar para la obtencién de
plantas sanas a partir de plantas
infectadas con diversos
pat6genos, también ha
resultado eficiente segln los
resultados publicados por
Ramgareeb et al., (2010),
Parmessur et al., (2002) y
Leu (1978). No asi, con los
reportes de Chatenet et al.
(2001); Snyman et al., (2005)
y Subba y Sreenivasulu
(2011) quienes encontraron
porcentajes  variables de
plantas en los que no se logré
la  eliminacion de los

patégenos.
Otros factores que
probablemente hayan

contribuido positivamente a
lograr un 100 por ciento de
plantas libres de patégenos
son: el haber aplicado un
tratamiento hidrotérmico a la
semilla vegetativa, previo
cultivo de meristemos, asi

como la utilizacion de meristemos de pequefio tamafio (0.2-0.5
mm). Estos dos factores también se han reportado como claves
en otros trabajos (Leu, 1978 y Ramgareeb et al., 2010).

Una muestra de los resultados obtenidos en la caracterizacion
para cada marcador asociado a los patdégenos diagnosticados se
puede ver en las siguientes Figuras (8-10).

La Figura 8 muestra el resultado de la electroforesis en gel de agarosa
para el anlisis del fitoplasma del amarillamiento en siete variedades
introducidas Y tres locales. Puede observarse en el control positivo la
banda esperada de 1250 pares de bases indicativa de la presencia del
fitoplasma causante de la enfermedad, mientras que no se observa en
ninguna de las variedades analizadas ni en el control negativo (sin
ADN).

La Figura 9 muestra el resultado de la electroforesis en gel de agarosa
para el diagndstico del Virus del Mosaico de la Cafia de AzUcar en tres
variedades locales v tres introducidas. Igual que en el caso anterior, se
observa en el control positivo, la banda indicativa de la presencia del
patdgeno, en este caso de 359 pares de bases y su ausencia en las
variedades analizadas.

La Figura 10 muestra el resultado de la electroforesis en gel de agarosa
para el diagnéstico de Raquitismo de las Socas y Escaldadura Foliar en
cuatro variedades locales. Se observan las bandas esperadas en los
controles positivos, 229 bp para RSD, 308 bp para LSD y la ausencia de
estas bandas en las variedades analizadas.
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Figura 8. Resultados de la electroforesis en gel de agarosa para el
diagndstico del Fitoplasma del Amarillamiento en 10
variedades de cafia de azicar. M = marcador de peso
molecular, - = Control Negativo, + = Control Positivo
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Figura 9. Resultados de la electroforesis en gel de agarosa para el
diagnéstico del Virus del Mosaico de la cafia de azlcar en
seis variedades de cafia de azicar. M = marcador de peso
molecular, + = Control Positivo
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Con estos resultados podemos
concluir que la técnica de
cultivo de meristemos previo
tratamiento hidrotérmico de la
semilla vegetativa, es muy
eficiente para obtener plantas
libres de los patdgenos
causantes de Amarillamiento
foliar, Virus del Mosaico de la
cafia de azlcar, Raquitismo de
las socas y Escaldadura foliar.
Los marcadores moleculares
nos han permitido certificar la
ausencia de éstas enfermedades
en las plantas regeneradas.

Utilizacion de los
materiales obtenidos

Variedades locales: Las 16
variedades locales
regeneradas y diagnosticadas
en el presente trabajo, fueron
enviadas (en tubos con medio

de cultivo) a la West Indies
Sugar Cane Central Breeding
Station (WISCCBS) en
Barbados, como parte del
intercambio de germoplasma
realizado con CENGICANA
(Figura 11).

- El envio de las
variedades cultivadas in vitro
fue la opcidn solicitada por la
institucion en Barbados con
el objetivo de facilitar su
ingreso al pais y disminuir el
riesgo de introduccion de
enfermedades.

Variedades introducidas:
Los clones obtenidos de las
siete variedades introducidas
desde México (Mex80-1428;
MotzMex95-401), Estados
Unidos (HoCP05-920; Ho07-
613; CPCL06-3298; CPO07-
2629) y Tailandia (MTP99-
1444) se han aclimatado y

cultivado en invernadero. No se ha observado ninguna
sintomatologia relacionada con las enfermedades mencionadas
a los dos meses del trasplante (Figura 12). Este resultado, junto
con los anélisis moleculares realizados nos indican que estas
plantas estdn libres de los patbégenos causantes del
Amarillamiento foliar, Escaldadura foliar, Raquitismo de las
socas y del Mosaico de la cafia de azucar.

Estas variedades se sembrardn en campo en la fase denominada
“Cuarentena Incremento” con el propdsito de determinar su
porcentaje de floracion, y seleccionar las mejores variedades en
base a sus caracteristicas agronémicas. Se confirmara su estado
fitosanitario en estadio adulto.
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Figura 10. Resultado de la electroforesis en gel de agarosa para el
diagnéstico de Raquitismo de las Socas y Escaldadura
foliar en cuatro variedades de cafia de azdcar. M=
Marcador de peso molecular, - = control negativo, RSD+
= control positivo para RSD, LSD+ = control positivo
para LSD.

Figura 11. Plantas de variedades locales regeneradas por cultivo de
meristemos y listas para su exportacion
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Figura 12. Plantas provenientes de cultivo de meristemos aclimatandose en

invernadero

CONCLUSIONES

Se ha conseguido desinfectar
esquejes de 23 variedades de
cafia de azucar, 16 locales
(guatemaltecas) y 7 introducidas
(de diferentes origenes) y asi
disponer de materiales para la
brotaciobn 'y obtencion de
meristemos que nos  han
permitido regenerar al menos
una planta de cada una de las
variedades.

Utilizando el cultivo de
meristemos se han obtenido
plantas libres de Fitoplasma del
Amarillamiento y del Virus del
Mosaico de la cafia de azlcar en
7 variedades introducidas en
Guatemala  desde  distintos
paises. El saneamiento de los
materiales se ha comprobado

utilizando marcadores
moleculares asociados a las
enfermedades comentadas.
También se han utilizado

marcadores para descartar la
posible  presencia de los
patégenos causantes del
Raquitismo de la soca y la
Escaldadura foliar.

Se han regenerado plantas de 16 variedades locales a partir de cultivo
de meristemos de plantas aparentemente sanas. Al igual que en los
materiales introducidos, se ha descartado en las plantas regeneradas
la posible presencia de los cuatro patogenos anteriormente
comentados. En el caso de necesitar sanear materiales procedentes de
campo de alguna de estas variedades, se podra emplear la
metodologia desarrollada.

Se ha obtenido una elevada tasa de multiplicacion a partir de brotes
procedentes de meristemos en 10 variedades de cafia de azucar. En
promedio, se pueden obtener cerca de 2000 plantas, trascurridos dos
meses del inicio de la micropropagacion. Esta metodologia puede
utilizarse para la micropropagacion masiva de estas variedades.
También se ha estudiado el efecto de adicionar AIB para inducir la
formacion de raices de las plantas micropropagadas.

Los materiales introducidos y saneados en este trabajo se han
transferido a campo para iniciar su evaluacion agrondmica y verificar
su estado fitosanitario en estadio adulto. Las variedades locales
obtenidas a partir de los meristemos y multiplicadas in vitro se han
enviado a la Estacion de Mejoramiento de Barbados como
germoplasma certificado dentro del convenio de intercambio de
variedades que se tiene con CENGICANA.
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