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RESUMEN

Se evaiud la estabilidad y uniformidad de los genotipos de plantas de
campo de cullivares de cafa de azucar después de haber pasado por condi-
ciones in vitro {callos y suspensicnes celulares), a través del analisis isoen-
zimatico de peroxidasa en plantulas regeneradas. Los fenotipos de ias
plantas de campo exhibieron uniformidad para cada cultivar y diferencias
entre los distintos cultivares. La distribucién de fas isoenzimas de PRX en
la constitucion de los fenotipos de callos mostré diferencias entre cultiva-
res asi como dentro de! mismo cultivar. El genotipo PR980 alcanzé un coefi-
ciente de heterogeneidad de 60%. Para los callos de los cuitivares PR62258,
PR641791, PR692176, V58-4, V64-10 y V71-51 no mostrd variacidon, senalan-
dose un coeficiente de identidad de 100%. El patrén isoenzimatico de PRX
para la conformacion de los fenotipos de las suspensiones celulares fue di-
ferente en los cuatro cultivares usados, asi como también dentro de los cul-
tivares PR980 y V64-10, los cuales exhibieron coeficientes de hetero-
geneidad de 50 y 22%, respectivamente. Sin embargo, ios regenerantes ex-
hibieron un coeficiente de identidad del 100%. La isoenzima PRX1 esta rela-
cionada a tejido diferenciado en cana de azicar ya que sélo esta presente
en los fenotipos de plantas de campo y regenerantes. PRX4 es inducida
bajo condiciones de cultive in vitro, visualizandose exclusivamente en te-
jido cafloso y suspensiones celulares. Este estudio detectd, en todos los
cultivares de cafia de azticar usados, una alta uniformidad y estabilidad ge-
nética entre ias plantulas regeneradas.

ABSTRACT
in vitro genetic variability of sugarcane cultivars

Genotypic stabilily and uniformity of field plants from sugarcane culti-
vars grown in vitro {calli and cell suspensions) were evaluated by isoenzy-
matic peroxidase analysis after regeneration. Phenotypes of field plants
exhibited uniformity within cultivars and differences among cuitivars. Distri-
bution of PRX iscenzymes was different in the constitution of the calli phe-
notypes, not only among cultivars but also within the same cultivar.
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Genotype PR980 showed a 60% heterogeneity coefficient, whereas the calli
of cultivars PR62258, PR641791, PR692176, V64-10 and V71-51 showed iden-
tity coefficient of 100%. The isoenzymatic patiern of PRX for the phenotypes
of cell suspensions was different among the four cultivars used, as well as
within cultivars PR980 and V64-10, all of which showed heterogeneity coeffi-
cients of 50 and 22%, respectively. Nevertheiess, the identity coefficient for
regenerated plants of all genotypes was 100%. In sugarcane, the isoenzyme
PRX1 is related to differentiated tissue, since it is present only in pheno-
types from field and regenerated plants. PRX4 is induced in vitro conditions
since it was observed only in callus tissue and cell suspensions. This study
detected high uniformity and genetic stability within the regenerated piants
in 100% of the sugarcane cultivars used.

Key words: Saccharum spp, genetic stability, calli, cell suspensions, perox-
idase

INTRODUCCION

La regeneracion de plantas a partir de callos, suspensiones celulares,
y protoplastos ha establecido las bases de la manipulacién genética in vi-
tro de la cana de azicar (Ho y Vasil, 1983 a, b; Srinivasan y Vasil, 1986;
Chen et al., 1988; Faheem et al., 1996). El cultivo de callos y suspensio-
nes celulares se ha usado ampliamente en programas de mejoramiento
ya que, ademas de permitir aplicar metodologias de seleceién en un ma-
yor numero de individuos, se puede hacer en menores superficies y con
mejor control de las condiciones ambientales que en un proceso tradicio-
nal de mejoramiento. Un resultado del uso de esta metodologia es la
generacion frecuente de un nimero de variantes somaclonales superior
al esperado en un proceso regular de propagacién clonal.

Sin embargo, aunque la generacién de estos variantes en cultivo de
callos y suspensiones celulares esta bien sustentada, existen numero-
sas evidencias en gramineas de que los regenerantes originados de
embriones somaticos exhiben poca o ninguna variacién (Swedlund y
Vasil, 1985; Morrish et al., 1990; Salet et al., 1990; Shimron-Abarbanell
y Breiman, 1991; Shenoy y Vasil, 1992; Chowdhury y Vasil, 1993; Man-
golin et al. 1994)

Ex1sten dos herramientas muy utilizadas para la deteccién y estu-
dio de la estabilidad y uniformidad de los genotipos de plantas y de la
evaluacién del cultive in vitro de tejidos vegetales. La primera evaliia
directamente la estructura del gen a través del estudio del ADN, la se-
gunda evalda indirectamente al gen al evaluar su funcién a través del
estudio de las proteinas especificas 0 enzimas, constituyendo éste el
método mas comunmente empleado por su rapidez y economia. La elec-
troféresis de proteinas especificas es un método cominmente empleado
para establecer la estabilidad y uniformidad de los genotipos de plantas
y €s a su vez una herramienta eficaz en la evaluacién del cultivo in vitro
de tejidos vegetales (Mangolin et al., 1994). En cafia de azticar es de
gran utilidad el uso del establecimiento de los patrones isoenzimaticos
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de peroxidasa. La distribucion de las isoenzimas en los patrones esta-
blecidos permite la conformacién de los fenotipos de los tejidos bajo
estudio (Mangolin et al., 1994).

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar y comparar la estabilidad y
uniformidad de los regenerantes de cultivares de cana de azucar des-
pués de haber pasado por condiciones in vitro, callos y suspensiones
celulares, a través del andlisis isoenzimdtico de peroxidasa (PRX;

EC.1.11.1.7).

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se utilizaron los cultivares de cafia de azicar PR980, PR62258,
PR641791, PR692176, V68-4, V71-51, y V64-10 para determinar la es-
tabilidad y uniformidad de los genotipos en plantas de campo, callos, y
sus regenerantes. Ademas, en los cultivares PR980, PR62258,V71-51 y
V64-10, se evaluaron la estabilidad y uniformidad de suspensiones ce-
lulares y los regenerantes de los cultivares, seleccionados. Estos
cultivares son de gran interés en los proyectos de generacion de varia-
bilidad y seleccién in vitro de lineas celulares sometidas a condiciones
biéticas o abidticas limitantes. Kl material vegetal se tomé de plantas
de dos meses de edad provenientes del Campo Experimental del CE-
NIAP-Maracay, Venezuela.

Establecimiento del tejido calloso

La desinfeccién del material vegetal proveniente del campo y la ex-
traccion e implantacién de los explantes se realizé segiin metodologia
descrita por Zambrano et al. (1995). Los explantes se implantaron en
medio sélide de Murashige y Skoog (MS) (1962) modificado por Liu
(1984), constituido por las sales minerales MS suplementadas con 100
mg/L: de mio-inositel, 1 mg/L de tiamina. HCI, 0.5 mg/L de dcido nicoti-
nico, 0.5 mg/L de piridoxina, 2 mg/Li de glicina, 50 mg/L: de arginina, 3
mg/L: de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 400 mg/L de caseina hi-
drolizada, 20 g/1. de sacarosa y 7 g/L. de agar. E] pH se ajusté a 5.8. Los
explantes recién implantados se colocaron en una cdmara de creci-
miento, en la obscuridad a temperatura de 25 + 2°C, durante dos
semanas, transcurridas las cuales se trasladaron a un cuarto de creci-
miento con fotoperiodo de 16 h de intensidad luminica de 30 pmol/m?s
y 8 h de obscuridad. Se realizaron cambios de medio cada dos semanas.

Regeneracion de pldntulas a partir de tejido calloso

Se transfirieron callos embriogénicos al medio descrito para el esta-
blecimiento de callos, excepto que el 2,4-D se redujo a 1 mg/L y se
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afiadio 0.5 mg/L de bencil aminopurina. Los callos se mantuvieron en
una camara de crecimiento, a temperatura de 25 + 2°C, con fotoperiodo
de 16 h de intensidad luminica de 90 a 100 mmol/m?s y 8 h de obscuri-
dad. El medio se cambié6 cada tres semanas. Los brotes de 4 a 5 em de
tamario se transfirieron a un medio para enrraizar. Este medio estuvo
constituido por sales minerales MS suplementado con 3 mg/L: de dcido
naftalenacético, 100 mg/l: de mio-inositol, 1 mg/l. de tiamina.HCI, 20 g/
L de sacarosa y 7 g/L de agar. El pH se ajusté a 5.8, Los regenerantes
se mantuvieron en una camara de crecimiento, a temperatura de 25 +
2°C, con fotoperiodo de 16 h de intensidad luminica de 90 a 100 pmol/
m?s y 8 h de obscuridad. La evaluacién iscenzimadtica se realizo a los

dos meses de edad.

Establecimiento de suspensiones celulares

Una vez obtenidos los callos, en un lapso entre ocho y diez semanas,
se procedi6é a la obtencion de cultivos de células en suspension, segin
metodologia descrita por Ho y Vasil (1983b), colocando 500 mg de callo
en 50 ml de medio liguido MS modificado por Liu (1984). Este medio
esta constituido por las sales minerales MS suplementadas con 100 mg/
L de mio-inositol, 1 mg/l: de tiamina. HCI, 0.5 mg/L de dcido nicotinico,
0.5 mg/L: de piridoxina, 2 mg/L, de glicina, 50 mg/L: de arginina, 3 mg/L
de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 500 mg/L de caseina hidroli-
zada y 30 g/1, de sacarosa. El pH se ajusté a 5.8. Los callos se colocaron
en una mesa de agitacion a 100 rpm, a una temperatura de 256 £ 2°C y
20 a 30 umol/m?s de intensidad luminica y 8 h de obscuridad. Se cam-
biaron los medios cada cinco dias.

Regeneracion de plantulas a partir de suspensiones celulares

Para la regeneracion de suspensiones celulares se utilizé la metodo-
logia descrita por Ho y Vasil (1983b), la cual consiste en inducir las
suspensiones celulares a la formacion de callo embriogénico colocando-
las en medio sélido MS suplementado con 2 mg/L. de 2,4-D, 5% de agua
de coco, 500 mg/L de caseina hidrolizada y 40 g/L. de sacarosa, ajus-
tando el pH a 5.8. Luego se promovi6 la embriogénesis transfiriendo
estos mini-callos a medio con bajas concentraciones de 2,4-1), 1 mg/L y
0.5 mg/L, para posteriormente regenerar las plantulas por transferen-
cia de los embriones obtenidos a medio s6lido con la mitad de las sales
MS y 60 g/L de sacarosa. Se realizé la cuantificacién isoenzimatica en
tejido tomado de plantulas de dos meses de edad.

Cuantificacion de isoenzimas de peroxidasa

La cuantificacién de isoenzimas de PRX (KC.1.11.1.7) se realiz6 en
extracto de tejido de plantas de campo (hoja mas joven completamente
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extendida), tejido calloso (separado del explante) establecido de las
plantas de campo y sus regenerantes, y en plantas de campo, suspensio-
nes celulares y sus regenerantes de los cultivares de cana de azacar
bajo estudio. Luego de macerado el tejido (plantas de campo, tejido ca-
lloso y regenerantes) en cada caso en amortiguador tris glicina, pH 8.3,
se centrifugé a 3,000 rpm y -5°C durante 10 min, en tanto que para las
suspensiones celulares simplemente se eliminé el exceso de medio an-
tes de centrifugar. La separacion de las isoenzimas se efectudé sobre
membranas gelatinosas de poliacrilamida DIS-PAGE 8:12 en Tris-Gli-
cina pH 8.3, usando para la visualizacién de la actividad de PRX la
reacciéon H,0,-o-dianisidina fosfato 0.15 M segin Shannon (1968). Se
cuantificaron las isoenzimas presentes en cada caso a través de la aso-
ciacién con su movilidad absoluta. Se construyeron los patrones
isoenzimaticos de PRX para cada cultivar, se identificaron los diferentes
fenotipos y se calculé el coeficiente de identidad de los tejidos en estudio
en cada cultivar {(Mangolin et al., 1994). A fin de garantizar la precision
de las estimaciones se utilizaron diez repeticiones por cultivar (cada re-
peticién constituida por un grupo de muestras) para cada evaluacion
isoenzimatica, como es recomendado por Demey y Zambrano (1997).

RESULTADOS

Se establecieron los patrones isoenziméticos de PRX en plantas de
campo, tejido calloso y plantulas regeneradas de callos en siete cultiva-
res, y en plantas de campo, suspensiones celulares y sus regenerantes
en cuatro cultivares de cafia de azicar. Los patrones isoenzimdticos
fueron especificos para cada cultivar. Se encontraron movilidades
desde 0.5 em designada como PRX1 hasta 4.7 cm (PRX43) con interva-
los de 1 mm para un total de 43 movilidades o isoenzimas. Estos
resultados se muestran en las Figuras y Cuadros que se presentan en
las préximag paginas.

DISCUSION

Los fenotipos de las plantas de campo usadas como fuente para el es-
tablecimiento de tejido calloso, evaluados a través de la cuantificacion
isoenzimatica de PRX, exhibieron uniformidad dentro de cada cultivar y
diferencias entre los distintos cultivares usados. El coeficiente de identi-
dad de las plantas de campo fue de 100% en los siete cultivares usados.

La distribucién de las isoenzimas de PRX en la constitucion de los
fenotipos de callos mostré diferencias entre los siete cultivares usados,
asi como también dentro del mismo cultivar en PR980 el cual alcanzé
un coeficiente de heterogeneidad de 60%, y el coeficiente de identidad
fue de 100% para los callos de los otros seis cultivares. La ausencia de
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Figura 1. Fenotipos de PRX en direrentes tejidos de cafia de aziicar, Cultivar PR980.

variacion fenotipica en las plantulas regeneradas del cultivar PR980 es
indicativo de que las variaciones observadas bajo cultivo in vitro son de
expresion transitoria y no tienen efecto sobre la expresion fenotipica de
los regenerantes. Esto puede deberse a que bajo cultivo in vitre ocurre
la expresion transitoria de genes necesarios para la adaptacién al me-

CUADRO 1.—Relacion entre el niimero de muestras y fenotipos de PRX para cada tejido,

Cultivar PRI8O.
Numero de muestras y fenotipos de PRX

Numero de

Tejido I 11 11 v V  Total iscenzimas
Plantas de campo 10 10 10
Callos 1 10 6
9 9
Suspensiones celulares 3 10 9
7 7

Pléantulas regeneradas 10 10 10
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Figura 2. Fenotipos de PRX en diferentes tejidos de cafia de aztcar, Cultivar

PR62258.

dio y crecimiento de células no diferenciadas. Al diferenciarse como es
el caso luego de la regeneracién, estos genes cesan su expresion.

Kl patrén isoenzimatico de PRX para la conformacién de los fenoti-
pos de las suspensiones celulares fue diferente en los cuatro cultivares
usados, asi como también dentro de los cultivares PR980 y V64-10, los
cuales exhibieron coeficientes de heterogeneidad de 50 y 22%, respecti-

CUADRO 2.—Relacién entre el nitmero de muestras vy fenotipos de PRX para cada tejido,

Cultivar PR62258.
Numero de muestras y fenotipos de PRX

Numero de
Tejido I I III -Total  isoenzimas
Plantas de campo 10 10 11
Callos 10 10 7
Suspensiones celulares 10 10 9
Plantulas regeneradas 10 10 11
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Figura 3. Fenotipos de PRX en diferentes tejidos de caria de awicar, Cultivar
PR641791,

vamente. Sin embargo, los regenerantes exhibieron un coeficiente de
identidad del 100%. LL.a ausencia de variacion en las pliantulas regene-
radas puede ser debida a la produccién de alteraciones génicas mayores
en uno de los fenotipos observados in vitro que produjeron la inhibicién
de la capacidad regenerativa en el mismo.

CUADRO 3.—Relacion entre el nimero de muestras y fenoctipos de PRX para cada tejido,
Cultivar PR641791.

Numero de muestras y fenotipos de PRX

Namero de

Tejido I II 111 1LY V  Total isoenzimas
Plantas de campo 10 10 9
Callos 10 10 6
10 9

Plantulas regeneradas 10
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Figura 4. Fenotipos de PRX en diferentes tejidos de cafia de aztear, Cultivar
PRG9I2176.

La isoenzima PRX1 esta relacionada a tejido diferenciado en cafia
de azicar ya que sélo esta presente en los fenotipos de plantas de
campo y regenerantes. PRX4 es inducida bajo condiciones de cultivo in
vitro, visualizandose exclusivamente en tejido calloso y suspensiones
celulares, lo cual podria relacionarse con una alta proliferacién celular
in vitro, tal como ha sido senalado por Mangolin et al. (1994).

CUADRO 4.—Relacion entre el niimero de muestras y fenotipos de PRX para cada tefido,
Cultivar PR692176.

Numero de muestras y fenotipos de PRX

Niimero de

Tejido I 11 I11 v V  Total isoenzimas
Plantas de campo 10 10 11
Callos 10 10 7
10 11

Plantulas regeneradas 10
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Figura 5. Fenotipos de PRX en diferentes tejidos de cafia de aziicar, Cultivar V58-4,

El coeficiente de identidad de las plantulas regeneradas fue de
100% para todos los cultivares usados. Los resultados obtenidos mues-
tran entre los regenerantes la ausencia de variaciones significativas
como resultado del cultivo in vitro. Resultados similares han sido sefia-
lados en arroz por Saleh et al. (1990), en cebada por Shimron-
Abarbanell y Breiman (1991) y en cana de azticar por Chowdhury y

CUADRO b.—Relacion entre el niimero de muestras v fenotipos de PRX para cada tejido,

Cultivar V58-4.
Niamero de muestras y fenctipos de PRX
Numero de
Tejido I I 111 v v Total  isoenzimas
Plantas de campo 10 10 10
Callos 10 10 8

Plantulas regeneradas 10 10 10
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Figura 6. Fenotipos de PRX en diferentes tejidos de cafia de aziear, Cultivar V64-10.

Vasil (1993). En caifia de azicar Shenoy y Vasil (1992) sefialan que la
ausencia de variacién en regenerantes puede ser explicada ya que en
esta especie la regeneraciéon fundamentalmente ocurre a partir de em-
briogénesis, la cual es menos propensa a cambios genéticos debido a la
fuerte seleccidon de células normales durante la formacién de los em-

briones somaticos.

CUADRO 6.~-Relacidn entre el niimero de muestras v fenotipos de PRX para cada tejido,

Cultivar V64-10.

Nimero de muestras y fenotipos de PRX

Nimero de

Tejido I IT 1H v V  Total isoenzimas
Plantas de campo 10 10 12
Callos 10 10 7
Suspengiones celulares 2 10 8
8 8
Plantulas regeneradas 10 10 12




60 ZAMBRANO ET AL./CANA DE AZUCAR

0 e
A4 -
ﬁ e e
=
Q
B2
<
o
g
=3 —
g
<
> e L
4 -
3 | | I !
plantas callos  Suspensiones plantulas
de campo celulares  regeneradas

Figura 7. Fenotipos de PRX en diferentes tejidos de cafia de azicar, Cultivar V71-51.

La alta uniformidad y estabilidad genética entre las plantulas rege-
neradas observadas en este estudio indican que la perpetuacién de
caracteristicas deseables de adaptacion a condiciones limitantes indu-
cidas o seleccionadas a través del uso de técnicas de manipulacién in
vitro de esta especie, asi como también el uso de callos o suspensiones
celulares en bancos de germoplasma, es muy factible. Es importante se-

CUADRO 7.—Relacidn entre el niimero de muestras y fenotipos de PRX para cado tejido,
Cultivar V71-51.

Namero de muestras y fenotipos de PRX

Nimero de

Tejido 1 I 151 v VY  Total isoenzimas
Plantas de campo 10 10 7
Callos 10 10 5
Suspensiones celulares 10 10 6
10 7

Plantulas regeneradas 10
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falar la gran importancia que tiene la estricta seleccion de callos
embriogénicos que garanticen la regeneracién por embriogénesis soma-
tica que permita mantener la fidelidad genética.
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