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RESUMEN

La cafia de azUcar (Saccharum spp.) es un cultivo de gran importancia econémica que se ha propagado por
cultivo de tejidos mediante organogénesis y embriogénesis somatica. La presente investigacion tuvo como
objetivo determinar la variabilidad fenotipica en campo de plantas de cafia de azlcar cv. ‘C87-51’ obtenidas
mediante embriogénesis somatica en medios de cultivo liquido. Fueron plantadas en campo plantas
regeneradas a partir de embriones soméaticos junto a plantas propagadas via organogénesis y de estacas
que se utilizaron como control. Las evaluaciones se efectuaron alos siete meses de la plantacion en cafia
plantay primer retofio y las variables evaluadas fueron altura del tallo, diametro del tallo, nimero de tallos por
plantén, nimero de hojas activas por tallo y Brix. Ademas, se describieron caracteristicas morfoldgicas. No
se encontraron plantas fuera de tipo en las poblaciones evaluadas. Los resultados demostraron que la via de
regeneracion de plantas influye significativamente en el desarrollo de las plantas en condiciones de campo.
La propagacion de plantas de cafia de azlicar cv. ‘C87-51" por embriogénesis somatica en medio de cultivo
liquido solo induce variaciones fenotipicas en campo asociadas al rejuvenecimiento in vitro similares a las
referidas previamente para plantas obtenidas por organogénesis y por tanto puede ser empleada como un
método de propagacion masiva de plantas.
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Phenotypic variability in the field of Saccharum spp. hybrid cv. ‘C87-
51’'plants regenerated via somatic embryogenesis

ABSTRACT

Sugarcane (Saccharum spp.) is a crop of great economic importance that has been propagated by tissue
culture through organogenesis and somatic embryogenesis. The present research had as objective to determine
the phenotypic variability in the field of sugar cane cv. ‘C87-51’ plants obtained by somatic embryogenesisin
liquid culture media. Plants regenerated from somatic embryos were planted in the field next to plants propagated
via organogenesis and from cuttings that were used as control. The evaluations were carried out seven
months after planting in cane plant and first shoot and the variables evaluated were stem height, stem diameter,
number of stems per seedlings, number of active leaves per stem and Brix. Besides, morphological
characteristics were described. Plants out of type were not found in the evaluated populations. The results
demonstrated that the plant regeneration pathway significantly influences the development of plants under
field conditions. The propagation of sugarcane plants cv. ‘C87-51' by somatic embryogenesis in liquid culture
medium only induces phenotypic changes in field associated with in vitro rejuvenation similar to those previously
reported for plants obtained by organogenesis. Therefore, it can be used as a method of mass propagation of
plants.
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INTRODUCCION existe poca informacion sobre la respuesta en

campo de plantas obtenidas a partir de la

Para cada sistema de regeneracion de plantas
gue se desarrolle es necesario validar la
respuesta en campo de las plantas. Este paso
debe ser realizado independientemente del uso
final que se les dé (propagaciéon o mejora
genética). En cafia de azucar (Saccharum spp.)

germinacion de embriones sométicos. A pesar
de ello la embriogénesis somética es,
potencialmente, un método eficiente de
regeneracion para la clonacién y la
transformacién genética de la cafia de azUcar
(Layla, 2003).
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Cuando un sistema de regeneracion de plantas
favorece la aparicibn de variantes
somaclonales se limita seriamente la utilidad
de los protocolos para la propagacion in vitro.
Las investigaciones desarrolladas describen
que la aparicién de variaciones durante la
propagacion in vitro depende, principalmente,
del genotipo, la naturaleza quimérica del
explante utilizado, las condiciones de cultivo,
el mantenimiento del cultivo y el tiempo in vitro
del material vegetal (Lavanya et al., 2016).

La adicion en los medios de cultivo de una
mayor concentracién de reguladores del
crecimiento y subcultivos prolongados atenta,
muy especialmente, contra la fidelidad genética
de las plantas regeneradas ya que pueden
causar anormalidades cromos6micas que dan
lugar a la produccién de plantas fuera de tipo
(Suprasanna et al., 2011).

Para sistemas de regeneracion de plantas que
utilizan la embriogénesis somatica se suman
riesgos especificos para la aparicion de plantas
fuera de tipo, entre ellos el origen unicelular de
los embriones somaticos y el uso frecuente de
auxinas fuertes como el &cido 2,4
diclorofenoxiacético (2,4-D). El desarrollo de la
embriogénesis somatica puede efectuarse
utilizando medios de cultivo semisélidos o
liquidos, estos dltimos dan la posibilidad de
aplicar las experiencias obtenidas en
agitadores orbitales a escala de biorreactores.
Ello hace més competitivos los protocolos pues
potencialmente son mas eficientes y
automatizables.

Varios autores han evaluado en campo
poblaciones de plantas de cafia de azucar
obtenidas por cultivo in vitro via organogénesis
(Lal, 1996; Lorenzo et al., 2001; Saini et al.,
2004; Sood et al., 2006; Devarumath et al.,
2007; Doule et al., 2008; Sandhu et al., 2008;
Sobhakumari, 2012). Sin embargo, existen
pocas referencias sobre la evaluacion de la
respuesta en campo de plantas obtenidas via
embriogénesis somatica (en medios de cultivo
semisdlidos) con fines de propagacion
(Jiménez, 1995, Nieves et al., 2003). Aunque
en este cultivo se han empleado medios de cultivo
liquido para el desarrollo de la embriogénesis
somatica (Ahloowalia y Maretzki, 1983) no se
encontraron referencias sobre evaluaciones
realizadas en campo a plantas obtenidas en
estas condiciones de cultivo.
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El objetivo del presente trabajo fue determinar
la variabilidad fenotipica en campo de plantas
de cafia de azucar cv. ‘C87-51' regeneradas
via embriogénesis somética en medio de cultivo
liquido.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se emplearon plantas in vitro de cafia de azUcar
cv. ‘C87-51' regeneradas via embriogénesis
somatica segun el protocolo propuesto por
Freire-Seijo et al. (2006) que describe la
produccién de embriones sométicos con el
empleo de agitador orbital y biorreactores. En
el estudio fueron incluidas, ademas, plantas in
vitro en fase de enraizamiento propagadas por
organogénesis (Jiménez, 1995) y estacas, de
plantas cultivadas en campo, con tres yemas
(método de propagacion a escala productiva)
como controles.

A condiciones ex vitro se transfirieron plantas
in vitro regeneradas por embriogénesis
somética (ES) a partir de la germinacién de
embriones sométicos obtenidos en agitador
orbital y en biorreactor asi como plantas in vitro
propagadas por organogénesis. En todos los
casos 2000 plantas.

La casa de cultivo estaba cubierta con malla
de pléstico, que redujo la intensidad luminosa
en un 70%. Se utilizaron cajas de polipropileno
con 70 orificios y un sustrato formado por una
mezcla de materia organica y zeolita (3:1). En
cada orificio se coloc6 una planta. El riego se
realiz6 con microaspersores a través del
sistema Microjet con una frecuencia de 2
minutos y seis irrigaciones por dia. Con esta
frecuencia, se garantizé una humedad relativa
entre el 85-90%. Las plantas se mantuvieron
en estas condiciones durante 45 dias previo a
su plantacién en campo.

Variabilidad fenotipica en campo

Los experimentos de campo fueron ejecutados
en la Estacion Experimental Pedro Lantigua del
Municipio de Remedios, Provincia Villa Clara,
en suelo ferralitico rojo y con condiciones de
secano.

Se realizaron dos ensayos y en ambos se
empled un disefio de bloques al azar con cuatro
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réplicas por tratamiento. Las parcelas tenian
7.5 m de largo y cinco surcos cada una. La
densidad de plantacién cuando se emplearon
estacas fue de 12 yemas por metro lineal con
estacas de tres yemas. En el caso de las
plantas procedentes de cultivo in vitro
(organogénesis y embriogénesis somética) se
plantaron a una distancia de 0.50 m (15 plantas
por surco) y se le realizaron riegos de
supervivencia dos veces por semana durante
el primer mes.

Se aplicé fertilizacion con formula completa en
el momento de la siembra 75 kg ha? de
nitrogeno, 50 kg ha™* de P,O, y 50 kg ha* de
K,O y nitrégeno (75 kg) en forma de urea a los
tres meses de la plantacion.

En el primer ensayo se compararon plantas
regeneradas por embriogénesis somatica a
partir de la germinacion de embriones
sométicos obtenidos en agitador orbital, con
plantas propagadas por organogénesis y
estacas.

En el segundo ensayo se compararon plantas
regeneradas por embriogénesis somatica a
partir de la germinacion de embriones
sométicos obtenidos en biorreactor, con
plantas propagadas por organogénesis y
estacas. La plantacién se realiz6 en el mes de
marzo.

Las evaluaciones se efectuaron a los siete
meses de la plantacién en cafia planta y primer
retofio y las variables evaluadas a 90 plantas
de cada bloque seleccionadas al azar fueron:
altura del tallo (cm), didmetro del tallo (mm),
namero de tallos por plantén, nimero de hojas
activas (hojas completamente extendidas) por
tallo y Brix (%).

En ambos ensayos en las poblaciones de
plantas se describieron variables morfolégicas
gue caracterizan el cv. ‘C87-51' segun Bernal
et al. (1999) tales como: color del tallo, forma
de la yema, presencia de pelos, forma del
dewlap (la Gltima unién limbo-vaina visible),
forma de la auricula, forma del entrenudo y
hébito de crecimiento.

Andlisis estadistico

Los datos se procesaron mediante el con el
paquete computacional StatGraphics versién
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5.0 sobre Windows. Se comprobaron los
supuestos de distribucién normal vy
homogeneidad de varianzas. Para la
comparacion de las medias se utilizé la prueba
de Duncan para p<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los dos ensayos realizados no se
encontraron plantas fuera de tipo en las
poblaciones evaluadas.

Las plantas obtenidas a partir de la
germinacion de embriones sométicos
producidos en agitador orbital presentaron
habito de crecimiento similar a las plantas
regeneradas via organogénesis, con
aumento del nimero de tallos y disminucién
en el didmetro, respecto a las plantas de
estacas. Adem4as, no se encontraron
diferencias en cuanto al Brix (19.5% - 19.8%),
nien el numero de hojas activas por planta (9.23
- 9.85) (Tabla 1).

En el primer retofio no se encontraron
diferencias significativas entre el didmetro del
tallo y la altura de las plantas para los tres tipos
de material vegetal empleados. Sin embargo,
se mantuvo elevado el numero de tallos por
plantén en las plantas provenientes de
embriones sométicos obtenidos en agitador
orbital con diferencias significativas con
respecto a los demés tratamientos (Tabla 2).

Los resultados indicaron que el sistema de
regeneracion utilizado tuvo influencia sobre el
desempefio de las plantas en campo, es por
ello que todo sistema desarrollado para el
mejoramiento genético o la propagacion de
plantas debe concluir en evaluaciones de
campo del material vegetal, donde se
consideren indicadores morfo-fisiol6gicos
(Pérez, 1998).En las plantas provenientes del
cultivo de tejidos, tanto por la via de
embriogénesis somatica como por
organogénesis, se evidencio el efecto del
rejuvenecimiento provocado por el cultivo in
vitro.

Se observé un aumento del namero de tallos
por plantén y disminucién de su diametro. Los
resultados mostrados coinciden con lo descrito
por Cuenya et al. (2007) al comparar semilla
de cafia de azucar micropropagada y semilla
convencional o semilla tratada con calor, donde
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Tabla 1. Respuesta en condiciones de campo de plantas de cafia de azucar cv. ‘C87-51"
(cana planta) obtenidas a partir de embriones somaticos producidos en agitador orbital.

Tratamientos Altura de la Diametro del No.
(Material vegetal) planta (cm) tallo (mm) tallos/plantén
Estacas 175.26 b 30.80 a 8.10b
Plantas obtenidas por 190.85 ab 26.40 c 9.88a
organogenesis

Plantas de ES obtenidos en

agitador orbital 199.90 a 2855 b 9.98 a
EE +5.69 +0.49 +0.46
Ccv 13.5% 1.3% 21.3%

Medias con letras no comunes difieren para p < 0.05 segun la comparacion mdltiple
basada en la prueba de Duncan. ES: embriones sométicos, EE: error estandar, CV:
coeficiente de variacién. n=90

Tabla 2. Respuesta en condiciones de campo de plantas
de cafia de azlcar cv. ‘C87-51" (primer retofio)
regeneradas de embriones somaticos producidos en
agitador orbital.

Tratamientos No. tallos/plantén

Estacas 51 b
Plantas obtenidas por 52b
organogénesis

Plantas de ES obtenidos

en agitador orbital 9.1 a
EE +0.89
CV 51.3%

Medias con letras no comunes difieren para p<0.05
segun la comparacion multiple basada en la prueba de
Duncan. ES: embriones somaticos, EE: error estandar,
CV: coeficiente de variacion. n=90

sefialaron que la semilla micropropagada
presentaba un incremento en el nUmero de
tallos y crecimiento y como consecuencia
mostraron mayor rendimiento. De igual forma,
Wendling et al. (2014) en su investigacion
respecto a las plantas propagadas in vitro
indicaron que como resultado del
rejuvenecimiento o cambios temporales,
encontraron variaciones tales como
incremento en el niamero de tallos o ramas,
retardo en la floracién, aumento de la
susceptibilidad a una enfermedad y otras
caracteristicas, las cuales influyeron en el
rendimiento en el campo.

El contenido de Brix (18.7% — 18.2%) y el
namero de hojas activas por planta (4.2 — 4.6)

no mostraron diferencias entre los tratamientos
en el primer retofio. Autores como Carrillo-
Castafieda et al. (2002) también han
concentrado sus investigaciones en comparar
los cambios morfolégicos y fisiolégicos
provocados por el cultivo de callos y yemas
axilares en tres variedades de cafia de azlcar
y plantearon que no hubo variaciones genéticas
discernibles y que la variacién somaclonal y
clonal fue de Ila misma magnitud
independientemente de la variedad.

En el segundo experimento se corroboré la
influencia del sistema de regeneracion sobre
las variables evaluadas. Se observo que a
pesar de que el cultivo in vitro en general
provocé incrementos en el nimero de tallos,
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Tabla 3. Respuesta en condiciones de campo de plantas de cafia de azlcar cv. ‘C87-51
regeneradas de embriones somaticos producidos en biorreactor. Evaluacion en cafia planta.

Tratamientos Altura de la Diametro del No. tallos/planton
planta (cm) tallo (mm)

Estacas 295 Db 270 a 8.0 c

Plantas obtenidas por 299 a 256 b 115 b

organogénesis

Plantas de ES obtenidos

en biorreactor 300 a 256 b 135 a

EE +6.6 +0.063 +0.79

Ccv 20% 15% 52%

Medias con letras no comunes difieren para p<0.05 seguin la comparacion multiple basada
enla prueba de Duncan. ES: embriones somaticos, EE: error estandar, CV: coeficiente de

variacion. n=90

Tabla 4. Respuesta en condiciones de campo de plantas de cafia de azucar cv. ‘C87-51
(primer retofio) regeneradas de embriones somaticos producidos en biorreactor.

Tratamientos Altura de la Diametro del No. tallos/planton
planta (cm) tallo (mm)

Estacas 2973 b 243 a 9.7 b

Plantas  obtenidas  por 3319 a 231 b 10.0 b

organogénesis

Plantas de ES obtenidos

en el biorreactor 3325 a 230 b 131 a

ES 6.4 +0.03 +0.5

Ccv 12.8% 13.4% 27.7%

Medias con letras no comunes difieren para p <0.05 segun la comparacion mdltiple basada
en la prueba de Duncan. ES: embriones sométicos, EE: error estandar, CV: coeficiente de

variacion. n=90

las plantas procedentes de embriones
sométicos producidos en biorreactor,
presentaron diferencias significativas respecto
a las plantas regeneradas via organogénesis y
el control de estacas (Tabla 3), lo que reafirmé
gue el sistema de regeneracién utilizado
también tuvo influencia sobre la respuesta de
las plantas en campo.

El incremento en el nimero de tallos en los dos
tratamientos de plantas obtenidas in vitro se
correspondié con una disminucién en el
diametro en comparacioén con el control de
estacas. El Brix (21.6% — 22.0%) y el nUmero
de hojas activas continuaron manifestdndose
como caracteres estables y no mostraron
diferencias entre los tratamientos.

Estos resultados coinciden con los informados
por otros autores que en cafia de azucar han
observado que las principales alteraciones
relacionadas con el rendimiento se
relacionaron con el incremento en el nUmero
de tallos y aumento del vigor de las plantas
(Jiménez, 1995; Martinez-Montero et al., 2002;
Cuenya et al., 2007; Sandhu et al., 2008;
Wendling et al., 2014).

En el primer retofio, las plantas obtenidas por
organogénesis disminuyeron el numero de
tallos por plantén. Sin embargo, las plantas
regeneradas via embriogénesis somatica
mantuvieron un elevado nimero de tallos (Tabla
4). Similares resultados se obtuvieron en el
experimento anterior en el tratamiento con
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plantas regeneradas de embriones somaticos
formados en agitador orbital. El Brix se mantuvo
entre 25.8% y 26.4%, sin diferencias
significativas entre los tratamientos.

En las plantas obtenidas a partir de la
germinacién de embriones sométicos y por
organogénesis se observé influencia del cultivo
in vitro que provoco la disminucién del grosor
del tallo y aumento del nimero de tallos por
plantén, resultado que se repite en ambos
experimentos. La via de regeneracion tiene un
efecto directo sobre la variabilidad somaclonal.
Al respecto, Krishna et al. (2016) clasifico los
sistemas de regeneracién de forma ascendente,
en cuanto a la variabilidad, de la forma siguiente:
plantas propagadas in vitro via yemas axilares
(organogénesis), yemas adventicias, callos
organogénicos y embriogénicos, suspensiones
celulares y protoplastos. Todo ello esta muy
relacionado con el grado de desdiferenciacion,
las distintas vias de regeneracién y los métodos
de cultivo (Pérez, 1998).

Los caracteres cualitativos evaluados en las
plantas no mostraron diferencias entre los
tratamientos analizados y coincidieron con las
caracteristicas descritas para ‘C87-51" por
Bernal et al. (1999), que fueron las siguientes:

e Color del tallo: morado con visos amarillentos

e Forma de la yema: obovada y ovada

¢ Presencia de pelos: pocos

e Forma del dewlap: triangular y color verdoso

e Forma de la auricula: interna falcada y externa
dentoide

e Forma del entrenudo: cilindrica, con banda
cerosa abundante

¢ Habito de crecimiento: erecto

Los resultados demostraron que la via de
regeneracion de plantas influye
significativamente en el desarrollo de las plantas
en condiciones de campo. Las variaciones
fenotipicas observadas se relacionaron con el
rejuvenecimiento que induce el cultivo in vitro.
En este sentido, refuerzan lo planteado por
Chowdhurry y Vasil (1993) quienes plantearon
que, a pesar del origen unicelular de la
embriogénesis somatica, el uso de cultivos
embriogénicos es menos propenso a la
aparicién de cambios genéticos debido al
proceso de seleccién de las células durante la
formacion de los embriones somaticos. En
otras especies tales como Elais quineensis
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Jacq. (palma de aceite) (Merkle et al., 1995),
Theobroma cacao L. (cacao) (Maximova et al.,
2008) y cafeto (Coffea spp.) (Etienne et al., 2016)
se han realizado estudios en campo donde se
ha demostrado la estabilidad genética de
plantas obtenidas por embriogénesis somética.

A pesar de ello, de forma general, se continda
sefialando la embriogénesis somatica como
probable causante de variaciones genéticas y
cambios epigenéticos. El 2,4-D, la fuente del
explante, el genotipo empleado y el tempo de
permanencia in vitro son algunos de los
factores que influyen en la aparicion de
variaciones genéticas y que deben ser
atendidos para desarrollar sistemas de
regeneracion de plantas con fidelidad genética
(Moore etal., 2013).

CONCLUSIONES

La propagacion de plantas de cafia de azUcar
cv. ‘C87-51' por embriogénesis somética en
medio de cultivo liquido solo induce variaciones
fenotipicas en campo asociadas al
rejuvenecimiento in vitro similares a las
referidas previamente para plantas obtenidas
por organogénesis y por tanto puede ser
empleada como un método de propagacion
masiva de plantas.
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