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RESUMEN

La embriogénesis somatica, técnica de propagacion y herramienta para el mejoramiento genético en cafa de
azucar (Saccharum spp. hibrido), ha presentado multiples inconvenientes que los protocolos de regeneraciéon
descritos en la literatura no han sido capaces de resolver. La presente investigacion se realizo con el objetivo
de desarrollar una nueva metodologia para el establecimiento de suspensiones celulares de cafia de azUcar,
var. C 87-51, via embriogénesis somética a partir de segmentos de la vaina de las hojas de plantas in vitro,
colocados directamente en medio de cultivo liquido. Los resultados demostraron que es posible formar
callos con estructuras embriogénicas a partir del segmento dos de la vaina de las hojas; lo cual reduce el
tiempo de cultivo in vitro y garantiza la calidad fisiol6gica y fitosanitaria de las plantas que se regeneran. A
partir de los callos con estructuras embriogénicas se establecieron lineas homogéneas de suspensiones
celulares formadas por agregados embriogénicos.
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ABSTRACT

The somatic embryogenesis, propagation technique and tool for the genetic improvement in sugar cane
(Saccharum spp. hybrid), has presented multiple inconveniences that the regeneration protocols described in
the literature have not been able to solve. The present research was carried out with the objective of developing
a new methodology for the establishment of cells suspensions of sugar cane, var. C 87-51, somatic
embryogenesis starting from segments of the sheath of the leaves of plants in vitro, placed directly in a liquid
culture medium. The results demonstrated that it is possible to form callus with embryogenic structures
starting from the segment two of the sheath of the leaves which reduces the time of culture in vitro and
guarantees the physiologic and phytosanitary quality of the plants that are regenerated. Homogeneous lines of
cellular suspensions formed by embryogenic agregates were established starting from callus with embryogenic
structure.
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INTRODUCCION

En cafia de azUcar han sido desarrollado protocolos
parala propagacion in vitro de plantas a través de yemas
axilares (Gosal et al., 1998), la transformacion genética
y la induccién de variacion somaclonal (Kaur et al.,
2002) y laregeneracion de plantas via embriogénesis
somética (Gill et al., 2004).

Para el desarrollo de la embriogénesis somatica en
cafia de azucar se han utilizado varias fuentes de
explantes durante la iniciacién del proceso. Guiderdoni
(1986) refiere por primera vez la obtencion de callos y
embriones somaticos a partir de hojas de plantas
cultivadas in vitro, al utilizar medios de cultivo
semisolidos. Desde el punto de vista tedrico, el empleo
de este tipo de explante garantiza la sanidad de las
plantas regeneradas y ademas, posibilita en la practica,
disponer de una fuente estable de material vegetal
durante todo el afio. Sin embargo, la utilizacién de
medios de cultivo semisolidos durante la formacion de

callos, continda siendo una limitante. Bajo estas
condiciones de cultivo se incrementa el periodo de
cultivo in vitro, ya que es necesario realizar varios
subcultivos de multiplicacion de los callos. En
consecuencia aumenta la posibilidad de que aparezcan
individuos con variabilidad genética; sin dejar de
mencionar que se hace laboriosa la manipulacion del
material vegetal. Estas dificultades se pudieran solucionar
con el empleo de medios de cultivo liquidos desde el
momento en que se inicia la formacién del callo con
estructuras embriogénicas, tal como lo sugieren Holst et
al. (1996) para especies dicotiledéneas.

Esta investigacion propone desarrollar una
metodologia de trabajo en la que se empleen como
explantes iniciales segmentos de la vaina de hojas
de plantas de cafia de azlcar cultivadas in vitro
colocados en medios de cultivo liquido para inducir la
formacion de callos con estructuras embriogénicas, asi
como establecer suspensiones celulares
embriogénicas a partir de estas.
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se empled la variedad de cafia de azlicar Cuba 87-51
(progenitores Co 281 x POJ 2878) y se seleccionaron
plantas en campo de 6.0-10 meses de cultivo con buen
aspecto fitosanitario y fisioldgico.

El establecimiento in vitro, saneamiento y
diagndstico de los explantes se realizd segun lo
recomendado por Hernandez et al. (1997) y Peralta
etal. (1997). Las plantas in vitro fueron subcultivadas
segun la metodologia propuesta por Jiménez et al.
(1997) y sblo se tomaron aquellas que se encontraban
entre el tercer y séptimo subcultivo de multiplicacion,
con mas de dos milimetros de grosor en la zona de
la vaina de las hojas.

A partir de experimentos preliminares se seleccion6
el segmento 2 (Figura 1) para la formacién de los
callos con estructuras embriogénicas.

Condiciones de cultivo

Para su crecimiento los explantes se colocaron en
camara de crecimiento en condiciones de oscuridad
y temperatura de 27+2.0°C.

Siempre que se utilizaron medios de cultivo en estado
liquido se colocaron los recipientes de cultivo en
agitador orbital (Infors-HT) a 27+2.0°C, 90rpm y
oscuridad continua.

Andlisis estadistico

Los procesamientos estadisticos se realizaron con
el paquete estadistico SPSS version 13.0 para
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Windows. En cada experimento se especifican los
andlisis realizados a los datos.

Formacién de callos en medio de cultivo
liquido

Influencia de la concentracién de acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) en la formacién de
callos con estructuras embriogénicas

Este experimento se realizé con el objetivo de
formar callos con estructuras embriogénicas al
colocar los explantes directamente en medios de
cultivo liquido.

En cada Erlenmeyer de 250ml se colocaron seis
segmentos de la vaina 'y 50 ml de medio de cultivo
compuesto por las sales inorganicas MS
(Murashige y Skoog, 1962) y los compuestos que
se muestran en la tabla 1. El pH fue ajustado
después de la esterilizacion a 5.6.

Esta forma de manejo de los explantes y la
composicién de los medios de cultivo se utilizé en
los experimentos siguientes.

Se incluyeron en el estudio cinco concentraciones
de 2,4-D entre 2.0 mg.I*y 4.0 mg.I* (2.0, 2.5, 3.0,
3.5y 4.0 mg.I?). Las evaluaciones se realizaron a
los 30 dias de cultivo teniendo en cuenta el nUmero
de explantes con formacién de estructuras
embriogénicas por Erlenmeyer (para el calculo
posterior del porcentaje), gramos de masa fresca
(gMF) por Erlenmeyer, el nimero de células
parenquimatosas, el numero de células
meristematicas, la vitalidad celular y el nimero de
agregados celulares embriogénicos por mililitro de
suspension.

Segmento 2

Segmento 1

Figura 1. Posicion de los segmentos uno y dos en las plantas in vitro de cafia de azlcar. Segmento 1: se eliminé la base
de las plantas in vitro (2.0 - 3.0mm) y se tomd un cilindro de la vaina de las hojas aproximadamente de 0.5cm de largo.
Segmento 2: por encima del segmento uno se tom6 un cilindro de aproximadamente 0.5cm de largo.
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Tabla 1. Componentes del medio de cultivo empleado para el establecimiento de las suspensiones celulares de
Saccharum spp. hibrido var. C 87-51 junto con las sales MS.

Compuestos

Concentracion

Vitaminas Heinz y Mee (1969)
Mio-inositol

Arginina

Caseina hidrolizada

Acido citrico

Agua de coco

Sacarosa

10 mL.I™".
100 mg.I*
50 mg.I"
1.0 gI"
50 mg.I"
50 ml. I*
40 gt

La determinacion de la vitalidad celular y los conteos
celulares se realizaron de forma similar en todos los
experimentos que asi lo requirieron y para ello se
utilizo el Diacetato de fluoresceina (FDA) segln la
técnica de Widholm (1972). Los conteos celulares,
la clasificacion de las células y el conteo de
agregados celulares se efectuaron en camara de
Fuch-Rosental 0.2 mm de profundidad. Las
observaciones se realizaron con el auxilio de un
microscopio optico (Axioskop, Zeiss) con excitacion
a 450 -490 nm vy fluorescencia a 510-520 nmy un
aumento 100x.

La vitalidad celular fue expresada en porcentaje (%)
de células vivas.

El nimero de células se determind por la siguiente
ecuacion matematica (Cevallos, 2000):

No. de células contadas

No. de células. ml* = XFCxFD

No. de cuadriculas contadas

Donde: FC= Factor de la camara (5x10%)
FD= Factor de dilucion.

Cada tratamiento contd con cuatro repeticiones que
fueron evaluadas simultdneamente.

Efecto de la frecuencia del cambio de medio de
cultivo sobre la formacion de callos con estructuras
embriogénicas

El objetivo con este experimento fue definir con qué
frecuencia realizar los cambios de medio de cultivo
para obtener mayor nimero de callos con estructuras
embriogénicas.

Se empleé el medio de cultivo y la concentracion de
2,4-D determinada en el experimento anterior.

Se conformaron tres tratamientos en los que la
frecuencia de los cambios de medio de cultivo fueron
de siete dias, 15 dias y al tltimo de los tratamientos
nunca se le hizo cambio. En cada oportunidad se
retird y repuso con medio de cultivo fresco el 30%
del que se encontraba en el Erlenmeyer.

Se efectud sélo una evaluacién a los 30 dias de
cultivo y contempldé el numero de células
parenquimatosas y meristematicas, el nimero de
agregados celulares. ml* (datos empleados para el
célculo posterior del porcentaje) y la masa fresca
(gMF) por Erlenmeyer. Todos los tratamientos
contaron con cinco repeticiones que se muestrearon
de forma simultanea.

Los datos obtenidos en los experimentos para la
formacion de callos con estructuras embriogénicas
fueron procesados estadisticamente utilizando un
analisis de varianza simple, el grado de significacion
fue determinado mediante las pruebas de Duncany
Tukey.

Establecimiento de suspensiones celulares
embriogénicas

Los callos con estructuras embriogénicas formados
a partir de las hojas de plantas in vitro en medios de
cultivo liquido se colectaron mediante mallas de 315
micrometros y se seccionaron, en caso necesario,
en fragmentos de aproximadamente 4.0 mm de
diametro.

Posteriormente se colocaron en Erlenmeyers con
capacidad para 25 ml, se adicionaron 2.0 ml de
medio de cultivo descrito anteriormente con 0.5
mg.l" de 2,4-D. Se observaron diariamente y en
caso necesario se adicion6 medio de cultivo hasta
llegar a 5.0 ml de volumen total (volumen celular
mas volumen de medio de cultivo).

Cada una de las masas de embriones formadas
constituy6 una linea independiente y no se mezclaron
alo largo de todo el proceso.

A los 10 dias de cultivo se colect6 la suspension
celular, con empleo de pipetas Pasteur, y se dejo
decantar en un tubo cénico graduado de 15 ml para
conocer el volumen de células sedimentadas (VCS)
(Schoof, 1997). Conocido el volumen que ocupaban
las células en el tubo se colectaron nuevamente y
se colocaron en un Erlenmeyer de 100 ml de
capacidad. Posteriormente y de igual forma se realizé
otra transferencia a Erlenmeyers de 250 ml de
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capacidad. Durante esta etapa se utiliz6 una densidad
celular de 5.0% de VCS. Semanalmente se evaluo la
vitalidad celular y se realizaron los conteos celulares.

RESULTADOS Y DISCUSION
Formacion de callos en medio de cultivo liquido

Influencia de la concentracién de 2,4-D en la
formacién de callos con estructuras embriogénicas

Fue posible formar callos con estructuras
embriogénicas al colocar los explantes directamente
en medios de cultivo liquido. En todos los
tratamientos, al tercer dia de cultivo, las hojas internas
del explante se alargaron aproximadamente 1.0 cm
por cada extremo (Figura 2 A). Alos 12 dias de cultivo
aparecio un callo de apariencia acuosa y grisaceo,
en cada uno de los extremos del explante.

En el tratamiento que se adiciond una concentracion
de 3.0 mg.I* de 2,4-D se produjo una biomasa de
7.97 gMF por Erlenmeyer; que no mostro diferencias
estadisticas con el tratamiento de mayor produccion
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de biomasa (3.5 mg.I"*) y produjo, ademas, el mayor
porcentaje de explantes con callos con estructuras
embriogénicas y nimero de agregados embriogénicos
por mililitro de medio de cultivo (Tabla 2).

Al adicionar concentraciones mayores de 3.0 mg.I*
de 2,4-D, se increment6 el nimero de células
meristematicas aisladas lo cual es una caracteristica
indeseable para las suspensiones celulares
embriogénicas. Segun Merkle et al. (1995) la
formacién de células meristematicas aisladas se
debe a alteraciones en el pH del citoplasma y la
pared celular, asi como a los cambios en los niveles
de iones Ca* libres, provocados por la exposicion a
elevadas concentraciones de auxina.

De forma general fue incrementandose el porcentaje
de estas células meristematicas aisladas en la medida
en que se aumento la concentracion de 2,4-D. Por
otra parte, la formacion de células parenquimatosas
fue sinénimo de envejecimiento de la suspencion
celular y constituye uno de los indicadores para
afirmar que un cultivo de células embriogénicas no
tiene calidad.

Figura 2. Segmentos de plantas in vitro de Saccharum spp. hibrido var. C 87-51 a los tres dias de crecimiento en

medio de cultivo liquido (A) y a los 30 dias (B).

Tabla 2. Efecto del 2,4-D en la formacién de callos con estructuras embriogénicas y en la composicion celular de
suspensiones celulares de Saccharum spp. hibrido var. C 87-51.

2,4-D gMF No. explantes con callos con No. Células No. Células Agregados

(mg.l'l) por estructuras embriogénicas/  Parenquimatosas Meristemaéticas embriog.ml'1
frasco. Erlenmeyer (%) (%) (%) (x 10%

2.0 6.55b 77.8ab 77.8a 22.18c --

25 6.75b 75.5ab 83.5a 16.40d 0.05d
3.0 7.97a 83.3a 84.4a 15.60d 0.22a
3.5 7.98a 72.4b 54.0c 45.90b 0.16b
4.0 7.96a 77.7ab 29.7d 70.20a 0.10c
C.v. 5.68% 10.21% 11.06% 9.66% 4.23%

Medias con letras distintas en una misma columna difieren para p< 0.05 segln la prueba Tukey. CV- coeficiente

de variacion.
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Con respecto a la vitalidad celular no se
encontraron diferencias estadisticas entre los
tratamientos; los valores oscilaron entre 94.8% y
95.4% de células vivas.

Holst et al. (1996), en varias especies vegetales,
recomiendan colocar los explantes directamente
en medio de cultivo liquido lo que favorece la rapida
formacion de callos con estructuras embriogénicas
y el incremento de la biomasa de embriones
somaticos. Estos autores plantean que resulta
imposible emplear comercialmente los callos como
fuente de formacién de embriones somaticos
debido a que es necesario extender los periodos
de cultivo in vitro y exigen una mayor manipulacion
para su multiplicacion.

Kosky (1996), para la formacién de callos en medio
de cultivo semisélido en la variedad C87-51 a partir
de explantes de hojas de plantas de campo
también recomendo la concentracion de 3.0 mg.I*
de 2,4-D. Autores como Gnanapragasam y Vasil
(1990) y Taylor et al. (1992) utilizaron 3.0 mg.I"* de
2,4-D pero en variedades diferentes a la estudiada
en el presente trabajo.

Efecto de la frecuencia de los cambios de medio
de cultivo durante la etapa de formacion de callos
con estructuras embriogénicas

La frecuencia de cambio de medio de cultivo tuvo
una marcada influencia sobre la composicién
celular, el crecimiento celular y la masa fresca de
las suspensiones celulares.

En la tabla 3 se puede observar que, al realizar
los cambios de medio de cultivo cada siete y 15
dias, no se obtuvieron diferencias estadisticas en
la variable masa fresca (gMF). Sin embargo,
existieron diferencias estadisticas entre estos dos
tratamientos en cuanto al porcentaje de células
meristematicas, parenquimatosas y el nimero de
agregados, manifestando un mayor envejecimiento
del cultivo celular el tratamiento en el que se
realizaron los cambios de medio de cultivo cada
15 dias.

Cuando se realizaron los cambios de medio de
cultivo cada siete dias se formd la mayor cantidad
de agregados embriogénicos por mililitro (0.5 X104
agregados). Segun Williams y Maheswaram (1986)
la composicion celular es considerada como un
indicador de la condicién embriogénica de un
cultivo, la calidad del explante inicial y las
adecuadas condiciones de cultivo.

Estos resultados no difieren de los descritos por
Holst et al. (1996), quienes realizando los cambios
de medio de cultivo cada siete dias en las especies
Cyclamen y Licopersicum sculentum (tomate),
formaron callos con estructuras embriogénicas a
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partir de explantes colocados directamente en
medio de cultivo liquido. Ademas, comprobaron que
monitoreando el consumo de auxina por las
técnicas de HPLC (High Performance Liquid
Chromatography), fue posible determinar el
momento adecuado para realizar los cambios de
medios de cultivo en la suspensioén celular, método
por el cual reponian las cantidades de auxina (2,4-
D) consumidas por las células durante su cultivo.

La suspensién celular formada en todos los
tratamientos estaba compuesta por pocos
agregados embriogénicos, esta caracteristica
impidié que fueran utilizadas para la fase de
multiplicacion. El objetivo fundamental fue
multiplicar suspensiones celulares embriogénicas
y homogéneas por lo que se prefirio utilizar los
callos con estructuras embriogénicas para el
establecimiento de nuevas suspensiones celulares.

Este método de trabajo ha sido utilizado en
especies como el Cyclamen, tomate (Solanum
lycopersicum), pepino (Cucumis sativus L.),
remolacha azucarera (Beta vulgaris L.), pimiento
(Capsicum annum L.), Viola odorata L. y
Pelargonium sp. L. (Holst et al., 1996). Por tanto,
resulta viable el colocar los explantes directamente
en medio de cultivo liquido para formar callos con
estructuras embriogénicas o embriones
somaticos.

El empleo de medios de cultivo liquidos durante
esta etapa, permite reducir el tiempo de cultivo in
vitro, mientras, que con el empleo de los medios
de cultivo semisélidos es necesario realizar la
siembra de los explantes y al menos dos
subcultivos de multiplicacion de los callos (cada
subcultivo consume entre 28-30 dias). Al emplear
medios de cultivos liquidos no se realizan
subcultivos y los callos con estructuras
embriogénicas estan listos para establecer las
suspensiones celulares embriogénicas sélo en 30
dias de cultivo. Esto permite disminuir el tiempo
de exposicion al 2,4-D y por tanto los riesgos de
variacion somaclonal.

Fich y Moore (1993), a pesar de que emplearon
bajos niveles de 2,4-D durante el proceso
embriogénico, obtuvieron un gran ndmero de
plantas albinas debido a que los callos se
sometieron a sucesivos subcultivosde
multiplicacion, sin tener en cuenta que el factor
tiempo provoca efectos similares a las altas
concentraciones de reguladores del crecimiento.

Establecimiento de las suspensiones celulares
embriogénicas

Al colocar fragmentos de callos con estructuras
embriogénicas en Erlenmeyers pequefios (25 ml
de capacidad) fue posible establecer suspensiones
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celulares embriogénicas que no se mezclaron entre
si se pudieron formar lineas celulares.

Niub6 et al. (2000) comprobaron que al establecer
lineas celulares se obtenia reproducibilidad de los
caracteres fisioldgicos de crecimiento y de los
caracteres bioquimicos de la célula. Por lo tanto,
la utilizacion de este método de trabajo brinda la
posibilidad de diferenciar entre lineas con alto o
bajo potencial embriogénico y conservar muestras
celulares con potencial embriogénico conocido. En
platanos y bananos Schoofs et al. (1999) y Kosky
et al. (2000) han obtenido resultados con la
creacion de lineas celulares, lo cual garantiza la
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repetibilidad de los resultados al utilizar s6lo una
linea en los diferentes experimentos.

Aliniciarse las suspensiones celulares, las células
parenquimatosas representaban un 25.3% del
total. Desde el comienzo de esta fase se
observaron pequefios agregados de células
embriogénicas en la suspension celular. Amedida
que se realizaron los subcultivos a los Erlenmeyers
de 100ml y 250ml, el porcentaje de células
parenquimatosas disminuy6 hasta eliminarse y
formarse una suspensiéon celular homogénea
compuesta solamente por agregados
embriogénicos (Figura 3).

Tabla 3. Influencia de la frecuencia de cambio de medio de cultivo sobre la composicion celular de suspensiones
celulares de durante la formacion de los callos con estructuras embriogénicas.

Frecuencia de Cambio de No. de Células No. de Células Agregados gMF/
medio de cultivo (dias) Parenguimatosas Meristematicas celulares/ml Erlenmeyer
(%) (%) (x10°)
42.37c 57.63c -- 6.02c
18.84a 81.16a 0.5a 8.91a
15 38.02b 61.98b 0.1b 8.36b
C.V. 9.56% 5.69% 3.04% 2.91%

Medias con letras no comunes en una misma columna difieren estadisticamente para p< 0.05 segun la prueba

Tukey.

Figura 3. Aspecto de las suspensiones celulares embriogénicas de Saccharum spp. hibrido var. C 87-51 establecida
a partir de estructuras embriogénicas formadas en medio de cultivo liquido.
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CONCLUSIONES

Los resultados permiten plantear que al colocar el
segmento dos de la vaina de hojas de plantas de
Saccharum spp. hibrido var. C 87-51 cultivadas in
vitro directamente en medio de cultivo liquido con
3.0 mg.I* de 2,4-D, es posible obtener callos con
estructuras embriogénicas. De estos ademas, se
pueden establecer suspensiones celulares
embriogénicas.
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