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VARIACIONES SOMACLONALES Y SU
APLICACION EN LOS ESTUDIOS DE
MEJORAMIENTO DE LA CANA DE AZUCAR

Las células vegetales que crecen en condiciones de cultivo su-
fren cambios genéticos. El desplazamiento de las células eucariotes
de su curso normal de desarrollo conduce a la perturbacién de sus
genes, supuestamente estables”, esto se hace aparente cuando el
tejido vegetal se somete al régimen de cultivo 7z vitro. Los anilisis
citolégicos revelan cambios en nimero cromosémico (poliploidias,
aneuploidias); alteraciones estructurales como delecciones, dupli-
caciones y translocaciones.

De ahf entonces que la capacidad de regenerar plantas comple-
tas, maduras y fértiles a partir del cultivo de tejidos vegetales pro-
vee una nueva fuente de variaciones que se originan durante el
cultivo de ese tejido. El andlisis de las plantas obtenidas iz vitro per-
mite la aplicacién de la genética v particularmente la Mendeliana a
las variaciones obtenidas en cultivo.

El término “variacién somaclonal” fue propuesto por Larkin y
Scowcroftt ¢ para referirse a la variabilidad genética que aparece en
el cultivo de tejidos, ellos se basaron en el hecho de que ese fené-
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meno estaba suficientemente extendido a todos los cultivos, como
para ignorarlo.

Desde ese momento la variacién somaclonal se ha estudiado
ampliamente y se ha analizado su impacto en el mejoramiento de
plantas, inclusive se ha publicado una lista de especies que han mos-
trado variacién somaclonal 7 v se ha hecho andlisis del origen gené-
mico de las variaciones somaclonales. ®

Las primeras observaciones de variaciones en plantas regenera-
das 77 véitro fueron realizadas por Murashige y Nakano ° y Sacristdn y
Melcher, ¢ ellos hicieron un andlisis histélogico y reportan aneu-
ploidia en las células del dpice de la rafz. Ellos sugirieron que en al-
guna extensién ese nimero de cromosomas presentes en la raiz es
un reflejo presentado por células usadas para la regeneracion.

En 1977 Heins y colaboradores  proponen que las plantas va-
riantes obtenidas por cultivo de tejidos de cafia de azucar, pueden
tener alto valor econémico. Ellos partiendo del hecho de que las va-
riedades comerciales de cafia de azficar son mosaicos cromosomi-
cos, hipotizaron que la cafia de azticar podria tolerar variacion en €l
ntmero de cromosomas.

Posteriormente Krishnamurthi ® demostré que las plantas de
cafia de aztcar, regeneradas a partir de tejidos en cultivo presenta-
ban m4s variabilidad en el nimero de cromosomas que €l tejido do-
nante. En los afios sucesivos se han aislado variantes de cafla de
azlicar que expresan resistencia al Fiji (enfermedad viral); mildew
lanoso, carbén, etc., en adicién se aislaron variantes que producian
mayor cantidad de azlcares.

En algunos casos los somaclonales son inestables, mientras
otras como el caso de somaclonales resistentes a la enfermedad del
Fiji y el mildew lanoso, se ha observado su estabilidad por unos
cinco afios.

El mayor beneficio de las variaciones somaclonales radica en su
uso en los programas de mejoramiento, y uno de los usos de mayor
potencial es la creacién de variabilidad genética adicional en culti-
vares agronémicos de utilidad econémica, sin la necesidad de hibri-
dizar. La variacién somaclonal es mds atractiva atn si se puede




ITIO

ado
> de
108~
n G-

cra-
iny
eu-
 al-
z €5

ew
fan

ras
del
105

or
-
Ti-

de

CAPITULO 5 83

realizar la seleccién iz vitro o si se aplica un procedimiento rdpido
para la seleccién de plantas.

La idea de la variacién somaclonal es obtener nuevas variantes
que retengan todas las cualidades favorables de la variedad exis-
tente y a la cual se le afiadan caracteristicas mejoradas adicionales;
como por ejemplo resistencia a enfermedades, a herbicidas, (carac-
teres monogénicos). Una vez obtenida la variante debe determi-
narse el valor y la base genética del somaclén. La aparicién de
variaciones somaclonales puede ser desventajosa en los casos en
que se requiera uniformidad clonal: en la industria de horticultura y
forestal, en las cuales ¢l cultivo de tejidos es utilizado para reprodu-
cir genotipos élites; y también en la conservacién de germoplasma,
pero ello puede evitarse siguiendo protocolos que eviten su
incidencia.

Induccion de Variantes Somaclonales en Cana de Azdcar en Variedades Culti-

vadas en Venezuela,

Esta investigacién la estamos realizando en el laboratorio de
cultivo de tejidos, del Centro de Botinica Tropical, Escuela de Bio-
logia, U.C.V,, y tiene como finalidad colaborar con los programas
de mejoramiento que se realizan en la seccién Cafia de Azicar del
FONAIAP bajo la coordinacién del Dr. Ventura Gonzélez.

En este sentido se disefié un protocolo para obtener regenera-
cidén de plantas por la via de embriogénesis somdtica indirecta a par-
tir de callos sometidos a la accién de 2,4—diclorofenoxiacético
(2,4-D, una auxina) durante diferentes periodos de tiempo. Se uti-
liz6 para estos estudios secciones de bases de hojas jévenes de cafia
de azlicar vr. PR 62258, ésta es una variedad fordnea comercial, sus-
ceptible al virus del mosaico. El objetivo principal de este trabajo es
obtener plantas regeneradas 7z vitro resistentes a este virus, me-
diante la inducccién de variacién somaclonal.

Para esto se establecieron 4 fases en la investigacién:

— Primera Fase: establecimiento de un callo proembriénico
que se logré en un medio de Murashige y Skoog (MS 1962), al cual
se le adicioné 2,4-D (3 mg/l), 5% de agua de coco y 20 g/l de
sacarosa.
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En la fase de callo proembriénico se someten tejidos a los trata-
mientos con 2,4-D (3 mg/l) a diferentes periodos de tiempo, esta-
bleciéndose las cepas G!, G2 y G*, de acuerdo al nGmero de
semanas que se mantienen bajo el efecto de esa fitohormona

(Tabla 1).

— Segunda Fase: diferenciacién de embrioides la cual se logra
en un medio con las sales del medio MS 1962, completas o diluidas
a la mitad y suplementacién con agua de coco al 5% con o sin 0,5
mg/l de 2,4-D y sacarosa 60 g/1 (Figura 1).

— Tercera Fase: germinacién de embrioides. Estas estructuras
cuya iniciacion comienza en el medio anterior, necesitan un cambio
de medios para el desarrollo completo de la pléntula, para ello se
utilizaron las sales del medio MS 1962, diluidas a la mitad con
10% de agua de coco y 60 g/l de sacarosa y sin sustancia de creci-
miento. ' En este medio pueden mantenerse hasta que se transfiera
a la tierra. (Figura 2).

— Cuarta Fase: fase de establecimiento en tierra. Se logra al
sembrar las plintulas en una mezcla de turba y tierra; y colocarlas
en cdmaras hlimedas por un tiempo de cinco dias, previo a su exXpo-
sicion al medio ambiente.

En estas experiencias se hace evidente el efecto inhibitorio del
2,4-D sobre la capacidad regenerativa de los tejidos del callo.
Cuando los mismos se cultivan por un perfodo de 12 semanas en
presencia del 2,4-D (cepa G?), se obtiene un total de 9 plantas por
fiola, en relacién de 80 pléntulas por fiola obtenidas a partir de la
capa G’ (4 semanas cultivadas en medio con 2,4-D). (Tabla 2). Los
tejidos de la cepa G! conservaron una alta capacidad regenerativa
por un largo perfodo de tiempo.

Una vez que las plantas se han mantenido por 15 dfas en el vi-
vero son trasladadas al CENIAP, seccién cafia de aztcar donde son
transplantadas al campo. Las observaciones de plantas regeneradas
en estas experiencias, han demostrado que algunas de ellas resisten
la infeccién del virus del mosaico, pero se necesitan nuevas pruebas
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y un tiempo mayor de observacién para demostrar el estableci-
miento de ese huevo cardcter.

Se realizaron también andlisis sobre los aspectos morfogénicos
de la formacién de embrioides, su ontogenia y desarrollo, para ellos
se realizaron cortes seriados de los explantes a tiempos secuencia-
les después de su establecimiento en el medio. Se pudo concluir
que estos embrioides tienen origen unicelular, y que se inician con
la formacién de paredes gruesas en células que posteriormente van
adar origen a dichas estructuras. Estas células estdn en la superficie
externa del callo en caso de embriogénesis indirecta, o en un tejido
organizado en caso de la embriogénesis directa. El origen unicelular
es de estos embrioides, explica la obtencién de plantas resistentes
al virus del mosaico entre las poblaciones de plantas regeneradas.

Esta investigacién es un ejemplo ilustrativo del empleo de las
técnicas de cultivo de tejidos y en especial de la variacién somaclo-
nal en los programas de mejoramiento de cafia de aziicar.




