COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRICOLAS

CAMPUS CORDOBA
POSTGRADO EN INNOVACION AGROALIMENTARIA SUSTENTABLE

VARIACION SOMACLONAL DURANTE LA MICROPROPAGACION
DE CANA DE AZUCAR (Saccharum spp.) EN BIORREACTORES
DE INMERSION TEMPORAL

EDUARDO MARTINEZ ESTRADA

TESIS

PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRO EN CIENCIAS

AMATLAN DE LOS REYES, VERACRUZ, MEXICO

ENERO, 2017




La presente tesis, titulada: Variacién somaclonal durante la micropropagacién
de caiia de aziicar (Saccharum spp.) en biorreactores de inmersién temporal,
realizada por el alumno: Eduardo Martinez Estrada, bajo la direccion del Consejo
Particular#indicado, ha sido aprobada por el mismo y aceptada como requisito

parcial para obtener el grado de:
MAESTRO EN CIENCIAS
INNOVACION AGROALIMENTARIA SUSTENTABLE

CONSEJO PARTICULAR

" CONSEJERO:

DR. VICTORINO MORALES RAMOS

DIRECTOR:

ASESOR:

ASESOR:

DR. JOSAFHAT SALINAS RUIZ

Amatlan de los Reyes, Veracruz, México, enero 2017



RESUMEN
La variacion somaclonal se refiera a los cambios genéticos y epigenéticos en
plantas regeneradas a partir del cultivo in vitro de tejidos vegetales. Por medio de
marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), en este estudio se
analizé la variacion somaclonal durante la propagacion in vitro de cafia de azucar
utilizando Biorreactores de Inmersion Temporal (BIT). Se establecieron apices del
cultivar Mex 69-290 y fueron multiplicados por 10 subcultivos en medio Murashige
y Skoog suplementado con con 3 g L-! de sacarosa, 1 mg L' de kinetina, 0.65 mg
L' de acido indolacético y 0.3 mg L' de 6-bencilaminopurina en BIT. Después de
35 dias en cada subcultivo, se registr6 el numero y longitud de brotes por explante.
Para el analisis molecular se tomaron 10 de plantas por cada subcultivo, obteniendo
un total de 109 bandas a partir de 10 iniciadores ISSR. Mediante una matriz de
distancias genéticas de Nei, y empleando el método de agrupamiento por pares no
ponderados con media aritmética (UPGMA), se obtuvo un dendrograma de
distancias genéticas. Los resultados obtenidos muestran que la produccion de
brotes de cafia de azucar tiende a incrementarse hasta el subcultivo ocho, mientras
que longitud de brotes disminuye. Los marcadores ISSR demostraron la existencia
de variacién somaclonal durante la micropropagacion de cafia de azucar. Los
subcultivos con mayor porcentaje de polimorfismo (%P) y distancias genéticas (DG)
fueron el 1°, 9° y 10° con 10.1, 15.6 y 10.1 %P y 0.0222, 0.0181 y 0.0181 DG,
respectivamente. El analisis molecular y estadistico demostr6 que el
establecimiento in vitro y el nimero de subcultivos son factores que afectan la
proporcion de variacion somaclonal durante la micropropagacion de cafia de azucar

utilizando BIT.



ABSTRACT
Somaclonal variation refers to the genetic and epigenetic changes in plants
regenerated from in-vitro plant tissue culture. By ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat) molecular markers, in this study, the somaclonal variation during in vitro
propagation of sugarcane using Temporary Immersion Bioreactors (TIBs) was
evaluated. Apices of the cultivar Mex 69-290 were established and multiplied by 10
subcultures in Murashige and Skoog medium supplemented with 3 g L' sucrose, 1
mg L' kinetin, 0.65 mg L-" indoleacetic acid and 0.3 mg L-! 6-benzylaminopurine in
TIBs. After 35 days in each subculture, the number and length of shoots per explant
were recorded. For the molecular analysis 10 plants were taken per subculture,
obtaining a total of 109 bands from 10 ISSR primers. A dendrogram of genetic
distances was obtained using a matrix of Nei’s genetic distances and the unweighted
pair group method with arithmetic mean (UPGMA). The results obtained show that
the production of sugarcane shoots tends to increase until subculture eight, while
shoot length decreases. ISSR markers showed the existence of somaclonal variation
during micropropagation of sugarcane. The subcultures with the highest percentage
of polymorphism (%P) and genetic distances (GD) were the 1°, 9° and 10° (with
10.1, 15.6 and 10.1 %P and 0.0222, 0.0181 and 0.0181 (GD) respectively). The
molecular and statistical analysis showed that in vitro establishment and the number
of subcultures are factors that affect the frequency of somaclonal variation during

the micropropagation of sugarcane using TIBs.
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1. INTRODUCCION

La cafia de azucar (Saccharum spp.) es uno de los cultivos mas importantes a nivel
mundial debido a su alta capacidad de almacenar sacarosa en sus tallos (Senties-
Herrera et al., 2014). Su cultivo contribuye con el 75% de la produccion mundial de
azucar. Por su adaptacion a condiciones ambientales tropicales y subtropicales, es
considerado como una biofabrica con potencial para la produccion de nuevos
productos de alto valor industrial (Pandey et al., 2011). En México, el sistema de
produccion de la cafia de azucar genera mas de dos millones de empleos, tanto en
forma directa como indirecta, y se desarrolla en 51 ingenios en 15 entidades
federativas, siendo Veracruz el mayor productor (Enriquez-Poy, 2013;
CONADESUCA, 2016). A pesar de la importancia de este cultivo, existen problemas
relacionados con rezagos en los procesos productivos, como son: la falta de nuevos
cultivares y escases de material vegetal certificado para la renovacion de
plantaciones comerciales. En este sentido, la produccidon convencional de plantulas
libres de plagas y enfermedades requeridas para la siembra es lenta, laboriosa y
requiere una cantidad sustancial de cafa triturable que de otro modo podria ser
utilizada para la produccion de azucar (Pandey et al., 2011). Como respuesta a esta
problematica, la micropropagacion o clonacién in vitro permite la obtencién masiva
de material vegetal rejuvenecido con alta calidad genética y fitosanitaria bajo
condiciones asépticas y controladas. La micropropagacién convencional en medio
semisolido ha sido ampliamente reportada (Lakshmanan et al., 2005; Sahoo et al.,
2011; Kaur and Sandhu, 2015) y, actualmente, se han desarrollado protocolos
exitosos en sistemas de inmersion temporal que han permitido incrementar la
eficiencia bioldgica, reducir costos y mano de obra durante el proceso (Lorenzo et
al., 1998; Lorenzo et al., 2001; Rodriguez et al. 2003; Mordocco et al., 2009). Sin
embargo, aunque la micropropagacion es un método de propagacién asexual, en el
cual se espera que la integridad genética del donante se conserve en la progenie
(Lal, et al., 2015), se ha observado inestabilidad fenotipica y genotipica en especies



micropropagadas (Osipova et al., 2011; Soliman et al., 2014; Soares et al., 2016).
Este fendmeno ha sido denominado variacion somaclonal y fue descrito por Larkin
y Scowcroft (1981) como cualquier tipo de variacion genética detectado en plantas
derivadas de cultivo in vitro. De acuerdo a Kaeppler et al. (2000), los cambios
epigenéticos también son considerados variaciones somaclonales. Esta variacion
durante los procesos de micropropagacion es indeseable, especialmente en la
produccion comercial donde se requiere mantener la homogeneidad genética y
agronomica de los individuos seleccionados (Lakshmanan et al., 2005; Landey et
al., 2013). Aunque las causas de la variacibn somaclonal no han sido
completamente aclaradas (Bairu et al., 2011) parecen ser el resultado tanto de la
variacion genética pre-existente dentro de los explantes como de la variacion
inducida durante la fase de cultivo de tejidos, siendo el numero de subcultivos un
factor importante (Jian, 2001). La frecuencia de variacion somaclonal puede
detectarse con marcadores fenotipicos, bioquimicos y moleculares (Bairu et al.,
2011), destacando estos ultimos por su habilidad para detectar variaciones en las
regiones codificantes y no codificantes del ADN, ademas de que no son
influenciados por el ambiente ni por los estadios fenoldgicos de las plantas. Dentro
de los diversos tipos de marcadores moleculares, destacan los ISSR (Inter Single
Sequence Repeat o intermicrosatélites) por ser marcadores multiloci que no
requieren conocimiento previo del genoma, su ensayo es rapido, simple, de bajo
costo y han sido utilizados para estudiar la variacion somaclonal en diversas
especies como algodon (Jin et al., 2008), chile habanero (Bello-Bello et al., 2014) y
olivo (Bradai et al., 2016). El objetivo de esta investigacion fue estudiar la variacion
somaclonal durante la micropropagacién de cafa de azucar utilizando marcadores

moleculares ISSR.



Il OBJETIVO GENERAL

Estudiar la variacion somaclonal durante la micropropagacién de cafia de azucar

(Saccharum spp.) utilizando marcadores moleculares ISSR.

2.1 Objetivos particulares

Identificar la tasa de multiplicacién de cafna de azucar durante diez ciclos de cultivo
en biorreactores de inmersion temporal.

Analizar la variacidn somaclonal de cana de aztcar durante diez ciclos de cultivo

utilizando marcadores moleculares ISSR.



M. HIPOTESIS GENERAL

Al aumentar el numero de subcultivos en la micropropagacién de cafia de azucar,
aumenta tambien la proporcién de variacion somaclonal, encontrandose un efecto

negativo en la cantidad y longitud de brotes producidos por explante.



IV. MARCO TEORICO

4.1 Cana de azucar
4.1.1 Descripcion taxonémica

La cafia de azucar es un cultivo perenne monocotileddneo y alégamo perteneciente
al género Saccharum de la familia Poaceae. La taxonomia y nomenclatura del
género ha variado constantemente (Carneiro et al., 2016). Los cultivares modernos
de cafa de azucar son el resultado de la combinacion de diversas especies
poliploides del género Saccharum (Gémez-Merino et al., 2014). De acuedo con
Daniels y Roach (1987), el género comprende seis especies: S. barberi, S. edule,
S. officinarum, S. robustum, S. sinense, y S. spontaneum. De ellas S. officinarum'y
S. spontaneum parecen ser los ancestros de la cafia comercialmente cultivada en
la actualidad, con el 80-90% del genoma S. officinarum y 10-20% del genoma de S.

spontaneum (Hoarau et al. 2002).

4..1.2 Importancia econémica

La cafia de azucar es una fuente de insumos para la industria alimenticia y de
bioenergias de relevante importancia para diversos paises en los tropicos vy
subtropicos (Moore et al., 2013; Hsie et al., 2015). Su cultivo abarca mas de 27
millones de hectareas en mas de 130 paises y territorios con una produccidn
mundial superior a 1,884 millones de toneladas (FAOSTAT, 2016). Brasil es el lider
con una produccién anual de 737 mil millones de toneladas de caha en fresco,
seguido de India, China, Tailandia, Pakistan y México (FAOSTAT, 2016). La
importancia econdmica de la cafia de azucar se debe principalmente a tres grandes
atributos: Es altamente productiva; utiliza eficientemente los insumos agricolas
(como agua, fertilizantes, pesticidas y mano de obra); y puede ser procesada
localmente en productos de alto valor agregado como azucar, melazas y etanol,
entre otras (Moore et al., 2013). En México, el sistema de produccién de la cafa de
azucar genera mas de 930 mil empleos directos, 2.2 millones de empleos indirectos,

y se desarrolla en 15 entidades federativas, siendo Veracruz el mayor productor
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(Enriquez-Poy, 2013). La zafra 2014-2015 se realiz6 en 51 ingenios azucareros en
una superficie de 783,515 ha, alcanzando una produccion de 5,984,961 toneladas
de azucar (CONADESUCA, 2016), posicionandose como el segundo cultivo

econdmicamente importante a nivel nacional después del maiz (SIAP, 2016).

A pesar de la importancia de este cultivo, existen problemas relacionados con
rezagos en los procesos productivos, entre ellos, la falta de nuevos cultivares y
escases de semilleros certificados (Senties-Herrera et al., 2014). Usualmente este
cultivo es propagado de manera asexual debido a que su floracién, al ser controlada
por diversos factores como fotoperiodo, temperatura y madurez, se encuentra
restringida a regiones especificas (Babu, 1990), ademas de que las plantas
generadas por semillas resultan en poblaciones heterogéneas (Baucum et al.,
2002). Por otro lado, el mayor problema con la propagacion vegetativa es la limitada
tasa de multiplicacion que retrasa la adopcion de nuevos cultivares (Kaur y Sandhu,
2015). En términos de materiales genéticos, en México la generacion de cultivares
ha mostrado una caida en los ultimos 30 afos, y la produccion actual de cana de
azucar se sustenta en solo tres cultivares que se cultivan en 70% de la superficie
nacional siendo CP 72-2086 (36%), Mex 69-290 (29%) y Mex 79-431 (9%) los
mayormente utilizados (Senties-Herrera et al., 2014). Aunado a ello, la falta de
material vegetativo certificado ha propiciado la escasa renovacion de las
plantaciones comerciales, provocando la pérdida de la capacidad de regeneracion,
que se ve reflejado en los bajos rendimientos en campo (Flores, 2007). Ante esta
situacion, la micropropagacion, basado en las técnicas de cultivo de tejidos
vegetales, emerge como una alternativa para la produccion masiva de plantulas

genéticamente homogéneas y libres de enfermedades.

4.2 Cultivo de Tejidos Vegetales

Se le llama cultivo de tejidos vegetales (CTV) al conjunto de técnicas que permiten
el establecimiento, mantenimiento y desarrollo de cualquier parte de una planta,
desde una célula hasta un organismo completo bajo condiciones artificiales,

axénicas y controladas (Pérez-MolpheBalch et al., 1999; Thorpe, 2007).



El primer reporte acerca del CTV se remonta a los experimentos realizados por
Gottlieb Habertlandt, donde se establecid el concepto que rige al cultivo in vitro, la
“totipotencialidad” de las células vegetales (Pérez-MolpheBalch et al., 1999). Este,
hace referencia a que cualquier célula vegetal tiene la informaciéon necesaria para
originar otra genéticamente idéntica que, después de subsecuentes procesos de
division y diferenciacion, puedan convertirse en tejidos, 6rganos o individuos

completos.

El CTV es una herramienta muy valiosa para la resolucion de problemas basicos y
aplicados en la biologia vegetal, ya que por una parte ofrece una serie de sistemas
modelo ideales para la investigacion fisioldgica, bioquimica y genética, y por otro
lado tiene una importante aplicacion practica en la clonacidn, conservacion vy
manipulacion de diversas especies vegetales (Pérez-MolpheBalch et al., 1999),
donde el rapido crecimiento y multiplicacion de las plantas, asi como la posibilidad
de eliminar plagas y enfermedades de los cultivos, son algunas de sus principales

ventajas (Winkelmann et al., 2006).

4.3 Micropropagacion

Se le llama micropropagacion a la propagacion asexual de plantas utilizando
técnicas de CTV (Pérez-MolpheBalch et al., 1999); donde a partir de un pequefio
fragmento (explante) de una planta madre, se obtiene una descendencia uniforme,
con plantas genéticamente idénticas, denominadas clones. Esta técnica, que
permite la rapida propagacion masiva de genotipos seleccionados, se ha convertido
en una herramienta muy valiosa para la propagacion de especies que
convencionalmente son dificiles de propagar por semillas o su propagacion
vegetativa es poco eficiente (Singh y Shetty, 2011). De acuerdo con Pérez-
MolpheBalch et al. (1999), las principales ventajas que tiene la micropropagacion

sobre la propagacion convencional son:

e Se trata de un sistema clonal, es decir, que las plantas obtenidas son

genéticamente idénticas al donante.



e Debido a que los procesos se llevan a cabo bajo condiciones controladas, es
un sistema completamente independiente de las condiciones externas, por lo
que no se ve afectado por las estaciones del afo, sequias, heladas u otros
factores ambientales.

e El numero de plantas que se puede obtener es, por su naturaleza, ilimitado.
Siendo la unica limitante la capacidad misma del laboratorio.

e El espacio que se requiere es minimo y el tiempo en que se realiza el proceso
es relativamente corto.

e Las plantas que se obtienen estan libres de bacterias, hongos y nematodos
fitopatdégenos, e incluso de virus y viroides si se utilizan técnicas de
saneamiento adecuadas. Permitiendo con ello, transportar facilmente
material vegetal entre paises debido a las menores restricciones

fitosanitarias.

En los procesos de micropropagacion pueden identificarse cinco etapas bien
definidas: fase 0, seleccion de explante; fase |, establecimiento de los cultivos in
vitro; fase Il, multiplicacién o proliferacion; fase lll, elongacién y enraizamiento y fase

IV, aclimatizaciéon (Sharma et al., 2016).
Etapa 0: Seleccion del explante

Cualquier parte de una planta (meristemos, apices, yemas axilares, semillas, etc.)
que posea la habilidad de regenerar in vitro puede ser utilizada como explante
(Sharma et al., 2016). El explante se elegira dependiendo la respuesta y via de

regeneracion a utilizar.
Etapa I: Establecimiento de los cultivos in vitro

Es la etapa en la que se realiza la inoculacion de los explantes en los medios de
cultivo, después de haberlos sometido a un proceso de desinfeccion superficial.
Dicho proceso usualmente se realiza utilizando diversos compuestos que permitan
aminorar la contaminacion de los explantes. Los mas utilizados son el hipoclorito de
sodio, hipoclorito de calcio, etanol y cloruro de mercurio. Finalmente, los cultivos

son incubados bajo condiciones ambientales controladas (Sharma et al., 2016)

8



Etapa II: Multiplicacion o proliferacion

Es considerada la etapa mas importante del proceso donde se debe garantizar la
propagacion de los brotes y la estabilidad genética de las plantas producidas. El
objetivo de esta fase es la produccion del mayor numero de brotes posible a partir
de los propagulos establecidos. En esta etapa los brotes son separados en
condiciones estériles y cultivados nuevamente en medio fresco para inducir nuevos
brotes, operacion que se repite hasta lograr la cantidad de plantas deseadas (Pérez-
MolpheBalch et al., 1999).

Etapa Ill: Elongacién y enraizamiento

Durante esta etapa, los brotes crecen hasta desarrollar un sistema radical y la altura
adecuada que les permita ser transferidos a un sustrato en condiciones de
invernadero para su aclimatizacion. Generalmente en esta fase es necesario la
adicion de auxinas o giberelinas. El rol de las auxinas es promover la formacion de
raices. Las giberelinas promueven la elongacion de las plantulas. Estos reguladores
del desarrollo pueden ser utilizados de forma individual o en combinacién (Pérez-
MolpheBalch et al., 1999).

Etapa IV: Aclimatizacion

Consiste en transferir las plantulas obtenidas a condiciones ex vitro. El objetivo de
esta fase es lograr la sobrevivencia de las plantas al momento del trasplante y el
inicio del crecimiento ex vitro. Durante esta etapa se produce un retorno gradual de
las plantas a sus caracteristicas morfolégicas normales, después de las etapas in
vitro. La eficiencia en la aclimatizacion es trascendental para la propagacién
comercial, pues del resultado de esta dependera en gran medida la eficiencia total
del proceso y la calidad final de las plantas. Es la fase final del proceso y por tanto
su meta es lograr plantas listas para su trasplante definitivo a campo, vivero o

invernadero (Caamal-Velazquez y Bello-Bello, 2014).

4.4 Micropropagacion de caina de azucar



Desde la publicacion del primer trabajo acerca de la induccion de callos, realizado
por Nickell (1964), el cultivo de tejidos de caia ha sido una herramienta valiosa para
diversas actividades cientificas. Afios mas tarde Barba y Nickell (1969) y Heinz y
Mee (1971) publicaron de manera independiente los primeros reportes sobre la
obtencion de plantulas regeneradas a partir de callos, dando inicio al desarrollo de
aplicaciones del CTV, tales como la micropropagacién, mejoramiento genético,
conservacion de germoplasma (Taylor y Dukic, 1993), eliminacion de patégenos
sistémicos (Wagih et al., 1995; Parmessur et al., 2002) e ingenieria genética de cana
de azucar (Bower y Birch, 1992; Arencibia et al., 1995).

La utilizacion de la micropropagacion para la multiplicacion rapida de cafia de azucar
se ha enfatizado durante los ultimos afios (Sawant et al., 2014). Esta técnica permite
obtener material vegetal de mejor calidad para nuevas plantaciones, en
comparacioén con la propagacién convencional (Tiwari et al., 2011). Surgiendo,
ademas, como una herramienta poderosa para acelerar los programas de
multiplicacion de nuevos cultivares (Snyman et al.,, 2011; Sawant et al., 2014),
rejuvenecimiento de cultivares deteriorados y la facilitacion de transporte de material
vegetal (Lal et al., 2015); asi como el aumento en la productividad en campo (hasta
en un 25%) y el rendimiento en azucar (Sawant et al., 2014). Estas ventajas han
permitido la explotacion comercial de la micropropagacién en la industria azucarera

a nivel mundial (Pandey et al., 2011).

La micropropagacion de cana de azucar puede realizarse mediante organogénesis
y embriogénesis somatica. En ambos casos abundan los reportes de protocolos
exitosos (Snyman et al., 2011). En esta especie, la organogénesis directa involucra
la regeneracién directa de brotes a partir de meristemos apicales (Pathak et al.,
2009; Sandhu et al., 2009; Ramgareeb et al., 2010) u hojas inmaduras (Lakshmanan
et al., 2006; Ali et al., 2007), con la utilizaciéon de al menos una citocinina y una
auxina, en una proporcion mayor de citocininas que auxinas. Seguido del proceso
de regeneracion, el enraizamiento de los brotes obtenidos se logra mediante la
adicion de auxinas en el medio de cultivo (Ali et al., 2008) o removiendo los

reguladores de crecimiento del medio (Lakshmanan et al., 2006) y la adicion de altas
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concentraciones de azucar (Singh et al., 2006). Por otra parte, tambien se ha
reportado la organogénesis indirecta a partir de meristemos, pasando por una etapa
de tejido calloso (Garcia et al., 2007; Behera y Sahoo, 2009). La produccion de
embriones, via embriogénesis somatica indirecta es inducida mediante la utilizacion
de auxinas, en especial de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2-4-D, Franklin et al.,
2006; Behera y Sahoo, 2009). Una vez que los embriones son inducidos, suelen
germinar sin la necesidad de adicionar reguladores del crecimiento (Ali et al., 2007),
aunque en algunos cultivares se utiliza acido 1-naftalenacético (ANA) o kinetina

(KIN) para la estimulacion de este proceso (Gill et al., 2002).

A pesar de las ventajas que ofrece la micropropagacion de cafia de azucar, respecto
a la propagacién convencional, esta técnica aun tiene complicaciones que limitan
su adopcién a nivel mundial, como los altos costos de produccién y variacion
genética en algunas poblaciones obtenidas mediante cultivo de tejidos (Lal et al.,
2015).

4.5 Sistemas de Inmersion Temporal

Los métodos convencionales de micropropagacion requieren de un gran numero de
recipientes de cultivo, medios con agentes gelificantes y una gran cantidad de mano
de obra para la divisién de los cultivos obtenidos (Etienne y Berthouly, 2002),
limitando y encareciendo la adopcién de esta tecnologia a nivel industrial. Para
contrarrestar estos problemas, la micropropagacién a gran escala puede realizarse
en medio liquido bajo condiciones controladas en sistemas de inmersion temporal
(SIT, Georgiev et al., 2014). Los SIT, son sistemas disefiados para el cultivo
intensivo de plantas bajo condiciones nutricionales y ambientales controladas
(Afreen, 2008). Su funcionamiento esta basado en la alternancia de ciclos de
inmersion de los cultivos en medio liquido seguido por un drenado y exposicion de
los explantes a un ambiente gaseoso (Georgiev et al., 2014); usualmente renovado
en cada ciclo por ventilacion forzada, aplicada mediante un compresor conectado a
un controlador loégico programable (PLC) o temporizador que determina la

frecuencias y duracidn de las inmersiones (Etienne y Berthouly, 2002). Los primeros
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acercamientos al uso de estos sistemas fueron los realizados por Harris y Mason
(1983), quienes disefiaron un aparato que permitia la inmersion temporal de
explantes dentro de matraces Erlenmeyer por medio de movimientos en forma de
oscilacion vy, asi, favoreciera los efectos positivos del medio de cultivo liquido y la
aireacion de los explantes. En 1985, Tisserat y Vandercook desarrollaron una
camara de cultivo de forma alargada que era drenada periddicamente y
posteriormente enriquecida con medio fresco. A partir de estos trabajos, diversos
sistemas basados en la inmersion temporal han sido desarrollados, diferenciandose
en el tamano y tipo de material del que se fabrican los contenedores, el tipo de
soporte de explantes, la existencia de un control computarizado o la utilizacion de
temporizadores y la utilizacién de un compresor de aire 0 movimiento mecanico para

drenar el medio de cultivo (Etienne y Berthouly, 2002).

El éxito de la micropropagacién en SIT depende en gran medida del tiempo y
frecuencia de inmersién a la cual sean sometidos los explantes, al volumen del
recipiente de cultivo y la cantidad de medio de cultivo por explante inicial y al efecto
de cada uno de estos factores sobre los otros (Watt, 2012). Usualmente el tiempo
de inmersion de los explantes en el medio de cultivo es de unos pocos minutos,
mientras que la exposicion de los mismo a un ambiente gaseoso se realiza por un

periodo prolongado (Georgiev et al., 2014).

Los SIT han demostrado ser una herramienta eficaz para la micropropagacion de
diferentes especies vegetales de importancia econémica, como banano (Roels et
al., 2005; Wilken et al., 2014), café (Ducos et al., 2007; Etienne et al., 2013), pifa
(Gonzales-Olmedo et al., 2005; Scherer et al., 2013), vainilla (Ramos-Castella et al.,
2014; Mosqueda-Ramirez e Iglesias-Andreu, 2016) e incluso cafia de azucar
(Lorenzo et al., 1998; Mordocco et al., 2009). Los SIT permiten la automatizacién en
algunas etapas del cultivo in vitro (Alvard et al., 1993), reduciendo la mano de obra,
facilitando el escalamiento a nivel comercial e incrementando la eficiencia biolégica
y productividad en campo de las especies propagadas (Martre et al., 2001; Ramos-
Castella et al., 2014).
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Dentro de los diversos modelos de SIT existentes destaca el Biorreactor de
Inmersion Temporal (BIT), el cual es uno de los primeros modelos de SIT
desarrollados (Lorenzo et al., 1998; Escalona et al., 1999). Fue creado en Cuba por
la necesidad de contar un biorreactor de bajo costo basado en el principio de la
inmersion temporal. EI BIT consiste en dos contenedores (plastico o vidrio)
conectados entre si por mangueras de silicona esterilizables (Georgiev et al., 2014).
Uno de los contenedores tiene la funcion de camara de crecimiento, mientras que
el otro, es el reservorio del medio de cultivo. La camara de crecimiento puede
contener o no un soporte (espuma de poliuretano, metal o plastico) para el material
vegetal (Scherer et al., 2013). Cada contenedor esta conectado a una linea de aire
presurizado que cuenta con una valvula solenoide controlada por un PLC o
temporizador (Georgiev et al., 2014). Su disefio simple y versatil hacen del BIT el
SIT mas favorable para diversos tipos de laboratorios. El BIT ha sido exitosamente
utilizado para el cultivo de plantulas, brotes y embriones somaticos (Watt, 2012;
Arencibia et al., 2013; Wilken et al., 2014; Ramirez-Mosqueda e Iglesias-Andreu,
2016).

4.6 Micropropagacion de Cana de Azucar en SIT

La viabilidad de la micropropagacion a gran escala de especies de importancia
industrial, como cafia de azucar, es actualmente limitada por los altos costos de
produccion (Mordocco et al., 2009). La semiautomatizacion de la micropropagaciéon
mediante la integracién de SIT ofrece nuevas estrategias para abaratar los costos
de produccion. En este sentido, Lorenzo et al. (1998), realizaron los primeros
trabajos de micropropagacion de cafia de azucar en SIT, comparando la tasa de
multiplicacion obtenida entre los sistemas de cultivo en medio semisélido, medio
liquido estatico e inmersion temporal. Como resultado, la utilizacion de los SIT
duplicd la tasa de multiplicacion respecto al método convencional y redujo los costos
de produccion en 46%. De igual manera Mordocco et al. (2009) reportaron ahorro
de recursos y tiempo en la micropropagacion de cafa de azucar en SIT. Snyman et
al. (2011), reportaron un aumento en la produccion de cafia de azucar de nueve

veces respecto al sistema en medio semisdlido. La calidad de las plantulas de cafa
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de azucar obtenidas por micropropagacion en SIT también ha sido evaluada
(Lorenzo et al., 2001; Rodriguez et al., 2003).

4.7 Variacion Somaclonal

La finalidad de la micropropagacion es la produccion de material vegetal idéntico al
donante, de modo que la integridad genética del donante se conserve en la progenie
(Lal et al., 2015). A pesar de las ventajas de esta técnica, se ha observado
inestabilidad fenotipica y genotipica en especies micropropagadas (Osipova et al.,
2011; Bello-Bello et al., 2014; Soliman et al., 2014). Este fendbmeno ha sido
denominado variacion somaclonal y fue descrito por Larkin y Scowcroft (1981) como
cualquier tipo de variacion genética detectada en plantas derivadas de cultivo in
vitro, independientemente de la ruta morfogénica o explante utilizado. Mas tarde,
Kaeppler et al. (2000), mencionaron que los cambios epigenéticos también deben
ser considerados variaciones somaclénales. Aunque la variacion somaclonal puede
tener aplicaciones utiles en el mejoramiento genético, durante los procesos de
micropropagacion es indeseable, especialmente en la produccion comercial donde
se requiere mantener la homogeneidad genética y agrondmica de los individuos

seleccionados (Sahijram et al., 2003; Lakshmanan et al., 2005; Landey et al., 2013).

La variacion somaclonal generalmente es espontanea y los cambios pueden ser
heredables o no (Larkin y scowcroft, 1981; Kaeppler et al., 2000; Sahijram et al.,
2003). Entre los tipos de variaciones heredables se han reportado cambios en pares
de bases individuales, deleciones cromosomicas, translocaciones y variaciones en
los niveles de ploidia (Evans y Sharp, 1986; D’Amato, 1991). Cuando la variacion
no es heredable puede ser resultado de variaciones epigenéticas reversibles
(Kaeppler et al., 2000) que pueden estar asociadas a alteraciones en los patrones
de metilacién del ADN (Kubis et al., 2003).

4.8 Causas de la variacion somaclonal

Las causas de la variacién somaclonal no han sido completamente aclaradas (Bairu

etal., 2011) pero parece ser el resultado tanto de la variacion genética pre-existente
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dentro de los explantes como de la variacion inducida durante la fase de cultivo de
tejidos, incluyendo el genotipo, nivel de ploidia, tipo de explante y via de
regeneracion, tipo y concentraciones de reguladores del crecimiento, edad del

cultivo in vitro y numero de subcultivos (Bairu et al., 2011).

Genotipo y nivel de ploidia. Existe evidencia de que la variacion somaclonal
depende del genotipo utilizado, independientemente de método de regeneracion
(Karp, 1995). En el género Musa, algunas variedades suelen mostrar mas
estabilidad genética que otras (Martinez et al., 1998). Situacion similar se reporto en
hibridos de Coffea arabica (Etienne y Bertrand, 2003).

Tipo de explante y via de regeneracion. El tipo de explante afecta la frecuencia y
naturaleza de la variacion somaclonal (Kawiak y Lojkowska 2004; Chuang et al.,
2009). El uso de tejidos meristematicos, como yemas apicales y axilares, como
material inicial reduce la posibilidad de aparicion de variacion (Skirvin et al., 1994;
Sharma et al., 2007). Por el contrario, un tejido altamente diferenciado, como raices
u hojas que pasa por una etapa de desdiferenciacion con una alta tasa de divisiéon

celular, puede generar mayor variacion somaclonal (Sahijram et al., 2003).

La variacion somaclonal suele presentarse en todos los métodos comunmente
empleados para el cultivo in vitro de plantas (cultivo de yemas, organogénesis
directa o indirecta y embriogénesis somatica). Por tanto, al explorar la variacion en
un nuevo cultivar, es necesario utilizar diferentes tipos de explantes y comparar la
variacion en su progenie, no se debe asumir que todos los tipos de explantes

exhiban la misma variacion (Skirvin et al., 1994).

Tipo y concentracion de reguladores de crecimiento. Se ha encontrado que algunos
de estos reguladores, principalmente auxinas, como el 2,4-D) y citocininas, como el
6-benzylaminopurina (BAP), pueden generar variacion (Sahijram et al., 2003; Martin
et al.,, 2006). En la induccion de callo, la utilizacién de altas concentraciones de 2,4-
D ha causado variacion somaclonal en soya (Gesteira et al., 2002), algodon (Jin et
al., 2008), chile habanero (Bello-Bello et al., 2014), vainilla (Ramirez-Mosqueda e

Iglesias-Andreu, 2015), entre otros. Respecto al tipo de auxina, Ahmed et al. (2004),
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reportaron que en Caladium, el mayor numero de variantes se presentaba en
tratamientos con 2,4-D y no los tratados con ANA e IBA (acido indol-3-butirico). La
utilizacion de altas concentraciones de BAP (15 mg L', también ha implicado
variacion genética en banano cultivar “Williams” (Giménez et al., 2001) y en banano
cultivar “Gran enano” (Martin et al., 2006). Por el contrario, el banano cultivar
“Nanjanagudu Rasabale” no mostro variaciones somaclonales al ser expuesto altas

concentraciones de BAP o KIN (Venkatachalam et al., 2007).

Por lo anterior, utilizar una concentracion optima y una precisa relacién de auxinas
y citocininas es esencial para una eficiente micropropagacién (Letham y Gollnow,
1985).

Numero de subcultivos y edad del cultivo in vitro. La proporcion de variantes
somaclonales aumenta en cultivos envejecidos y en explantes con varios
subcultivos (Bauri et al., 2011). Lo anterior puede ser atribuido al incremento de la
tasa de aparicion de mutaciones por ciclo de regeneracién y a la acumulacion de
dichas mutaciones a través del tiempo (Duncan, 1996; Bairu et al., 2006). Coté et
al., (2001), desarrollaron un modelo estadistico para predecir las tasas de mutacion
a través de los ciclos de cultivo. Sin embargo, el modelo ha tenido una aplicacion
limitada debido a la complejidad de los sistemas biolégicos (Bairu et al., 2011).
Jambhale et al. (2001), reportaron que, en banano, la variacion somaclonal aparece
a partir del octavo subcultivo, y a medida que aumenta la variacion, disminuye la
tasa de multiplicacion de los propagulos. Resultados similares han sido obtenidos
por Soliman et al. (2014) y Kiling et al. (2015) en Stevia rebaudiana y Pistacia
lentiscus, respectivamente, donde reportaron un aumento de variacion somaclonal
en explantes con mayor numero de subcultivos. Por esta razon, para mantener la
estabilidad genética de las plantas micropropagadas, los laboratorios comerciales
deben limitar el numero de subcultivos al que sera sometido un explante (Skirvin et
al., 1994).
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4.9 Métodos de deteccion de la variacion somaclonal

La frecuencia de variacion somaclonal puede detectarse con marcadores
fenotipicos, bioquimicos y moleculares (Bairu et al., 2011). Mediante marcadores
fenotipicos y bioquimicos no es posible detectar diferentes tipos de mutaciones,
como son: mutaciones puntuales o elementos genéticos méviles, ademas estos
marcadores estan limitados por la influencia del ambiente y por los cambios que
ocurren en las diferentes etapas del desarrollo de los individuos (De vicente y Fulton,
2003). Por ello, los métodos de andlisis por medio de marcadores moleculares
pueden proporcionar mas informaciéon, ya que las secuencias de ADN son
genéticamente idénticas en todas las células de la planta, independientemente del
estado fisiologico o de desarrollo de las mismas (Sanchez-Chiang y Jiménez, 2009).
Los marcadores moleculares detectan variaciones directas a nivel de ADN vy tiene
ventajas tales como el hecho de ser dominantes o codominantes, de desarrollarse

de manera estable y su amplia cobertura del genoma.

Las técnicas de marcadores moleculares basadas en PCR (Polymerase Chain
Reaction), que usan iniciadores arbitrarios, tienen la caracteristica de no necesitar
informacion de la secuencia del genoma que se esta investigando. Esta tecnologia
utiliza secuencias de iniciadores que inician la sintesis in vitro de fragmentos de
ADN de longitudes variables (no mayores a 6 kb). Para esta tecnologia se pueden
citar, por ejemplo, los RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) y los ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat).

4.10 Marcadores ISSR

Los marcadores ISSR han sido desarrollados a partir de las repeticiones
microsatélites (con di, tri, tetra o penta repeticiones de nucleotidos) mediante el
anclaje (5' o 3') de iniciadores arbitrarios para dichas repeticiones (Wolfe, 2000).
Estos marcadores poseen caracteristicas que los hacen atractivos para la
diferenciacién varietal de distintas especies de eucariontes (Zietkiewicz et al.,

1994). Los marcadores ISSR, contrario a los microsatélites (SSR), son dominantes
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y no necesitan informacion previa de la secuencia que amplifican, mostrando ser
mas reproducibles que los RAPDs (Random Amplified Polymorphic ADN), ademas
son considerados altamente polimérficos (Gonzalez y Aguirre, 2007). Estas
caracteristicas los hacen idoneos para realizar estudios sobre la variacion
somaclonal en diferentes especies. Monte-Corvo et al. (2001) identificaron
variacion entre somaclones de pera (Pyrus communis) mediante marcadores ISSR.
Otros estudios sobre el uso de marcadores ISSR durante el analisis de variacion
somaclonal han sido reportados en banano (Lakshmanan et al., 2007), chile
habanero (Bello-Bello et al., 2014), olivo (Bradai et al., 2015) e incluso cafa de

azucar (Hsie et al., 2015).

4.11 Variacion somaclonal en caina de azucar

La variacion somaclonal en cafia de azucar ha sido ampliamente estudiada desde
dos grandes vertientes. La primera, como una importante fuente de variacion
genética para los programas de mejoramiento genético (Jalaja et al., 2006;
Rajeswari et al., 2009) y la segunda como un fenomeno indeseable en los procesos
de micropropagacién comercial (Jain et al., 2005; Tawar et al., 2008; Perera et al.,
2010) donde se requiere mantener las caracteristicas agronomicas de las
variedades seleccionadas (Lal et al., 2015). El primer reporte de variacion en
plantulas de cafa de azucar provenientes de cultivo de tejidos se realizdé en 1969
por investigadores de la Hawaiian Sugar Planters Association Experiment Station
(Heinz y Mee, 1969). En ese trabajo observaron una cantidad considerable de
variaciones en numero de cromosomas, variaciones morfolégicas y variaciones
enzimaticas en las plantas regeneradas.

En cana de azucar, la estabilidad genética suele depender de la variedad. En este
sentido Zucchi et al. (2002), utilizando marcadores moleculares RAPDs, reportaron
mayores niveles de variacion en la variedad RB83-5486 que en SP80-185. Por el
contrario, en otros cultivares no se ha encontrado variacion somaclonal (Jain et al.,
2005; Lal et al., 2008; Sahoo et al., 2011).
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El nivel de ploidia del material donante es otro factor de variacion preexistente
estudiado en cafa de azucar, y en general, los explantes de especies con alto nivel
de ploidia como cafa de azucar, muestran mayor variabilidad que aquellos con
menor ploidia (Karp, 1995). Para probar la existencia de variacion somaclonal
preexistente, los somaclones pueden ser sometidos a otro ciclo de regeneracion in
vitro, los clones con variacion preexistente deben producir mayor variabilidad en la
primera generacion que en el segundo y, en ciclos posteriores, esta variacion se
elimina o estabiliza, de aumentar la variacion en ciclos posteriores, se debera a

causa de la técnica de cultivo (Skirvin et al., 1994).

El efecto del numero de subcultivos en la variacion somaclonal de cafia de azucar
es un factor que ha sido poco estudiado. En este sentido Zucchi et al. (2002),
mediante la utilizacién de marcadores moleculares tipo RAPDs concluyen que la
variaciéon somaclonal en la variedad RB83-5486, es independiente del numero de
subcultivos, atribuyéndola a la variacién preexistente en la variedad. Por otra parte,
Hsie et al. (2015) evaluaron la estabilidad genética de dos cultivares de cana de
azucar mediante marcadores ISSR y reportaron que no existe variacion durante la

micropropagacion en sistema semisoélido durante 15 subcultivos.

V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material vegetal y establecimiento in vitro

Se colectaron apices de 50 cm de cana de azucar cultivar Mex 69-290 del Banco de
Variedades del Colegio de Postgraduados Campus Cérdoba. Los apices fueron
transferidos al Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del mismo Campus
donde se lavaron con agua corriente y se colocaron a 4 °C por tres dias. Pasado
este tiempo, los apices se redujeron a una longitud de 20 cm y fueron tratados a
termohidroterapia a 50 °C por 20 min. Posteriormente se sumergieron en etanol al
70 % por un minuto y se llevaron a campana de flujo laminar donde se cortaron a
1.5 cm. Finalmente, los explantes fueron sembrados individualmente en tubos de
ensaye con 15 mL de medio MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con 30

g L' de sacarosa sin reguladores de crecimiento. El pH de los medios se ajusto a
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5.8 con hidroxido de sodio 0.1 N, se adicion6 2.5 g L' de Phytagel® (Sigma-Aldrich
Chemical Company, MO, USA) como agente gelificante y se esterilizé a 120 °C por
15 min en autoclave (FE-299 Felisa®, MEX). Los explantes fueron incubados a 24
* 2 °C bajo iluminacién con lamparas fluorescentes con irradianza de entre 30- 40
umol m2 sy fotoperiodo de 16 h luz. Después de una semana de cultivo in vitro,
se selecciond un apice y se transfirio a medio de multiplicacion MS suplementado
con 3 g L' de sacarosa, 1 mg L' de KIN (Sigma-Aldrich Chemical Company, MO,
USA), 0.65 mg L' de AIA (Sigma-Aldrich Chemical Company, MO, USA) y 0.3 mg
L' de BAP (Sigma-Aldrich Chemical Company, MO, USA). Las condiciones de
esterilizacion del medio de cultivo e incubacion fueron similares a las descritas
anteriormente. Después de 35 dias de cultivo in vitro, se contabilizé el numero y

longitud de brotes por explante.

5.2 Micropropagacion de cafa de azucar en Biorreactores de Inmersiéon
Temporal

Los brotes obtenidos en la etapa anterior fueron sembrados nuevamente en medio
de multiplicacion por 35 dias para obtener el material necesario para la
micropropagacion en BIT. Una vez obtenido el material vegetal, se sembraron ocho
explantes (cada uno con dos brotes) por biorreactor y un total de ocho biorreactores.
Los BIT utilizados fueron los descritos por Lorenzo et al. (1998) con capacidad de 1
L utilizando un volumen de 50 mL de medio de cultivo por explante. El medio de
cultivo para la micropropagacién en BIT fue el descrito anteriormente para la etapa
de multiplicacién, pero sin agente gelificante. El tiempo y frecuencia de inmersion
fue de 2 min cada 8 h, respectivamente. Las condiciones de esterilizacion del medio
e incubacidn fueron similares a las descritas anteriormente. Este proceso se repitid
cada 35 dias por siete ocasiones mas, para completar un total de diez subcultivos.

En cada subcultivo se contabilizé el numero y longitud de brotes por explante.
5.3 Diseno Experimental y Analisis estadistico
El disefio experimental fue completamente al azar con ocho repeticiones (BIT) por

subcultivo. Para comparar el numero de brotes por explante y la longitud de brotes
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entre tratamientos se utilizaron dos diferentes modelos. Un modelo lineal
generalizado mixto con distribucion Possion para el numero de brotes por explante
y un modelo lineal mixto para longitud de brotes. Los datos fueron analizados
usando el procedimiento GLIMMX DE SAS (SAS, version 9.2). En ambos casos, las

medias entre tratamientos se compararon con la prueba LS-Means (P < 0.05).

5.4 Analisis de la variacion somaclonal

En cada subcultivo se tomaron muestras de tejido foliar de diez brotes
seleccionados al azar y hojas de las plantas madre (donante) se mantuvieron a -96

°C para realizar el analisis de variacion somaclonal.

Para la extraccion del ADN de cada una de las muestras, se utilizo el protocolo de
extraccion de Stewart y Via (1993), el cual se basa en el uso del CTAB (Bromuro de
cetiltrimetil amonio). La determinacion cualitativa de la calidad del ADN extraido se
realizd6 mediante electroforesis en geles de agarosa al 1 % (p/v) en tampon TAE
(Tris, acido acético, EDTA) 1X a un voltaje de 90 V durante 60 min. Los geles fueron
tefiidos con bromuro de etidio (1 mg mL"). Posteriormente fueron visualizados y
documentados en un fotodocumentador (GelDoc-It® Imager. UVP). La
cuantificacion de ADN fue realizada en un espectrofotometro UV (Genesys 10S UV-
VIS, Thermo Scientific) a 260 nm.

Seleccion de iniciadores ISSR

Para seleccionar los iniciadores mas polimorficos e informativos para el estudio de
la variacion somaclonal, se evaluaron un total de 29 iniciadores ISSR (Sigma-Aldrich
Chemical Company, MO, USA), empleando una mezcla de ADN de muestras de
cana de azucar. Con base en el numero, resolucién y repetitividad de las bandas
amplificadas se seleccionaron un total de diez iniciadores. Las caracteristicas de
cada uno de los iniciadores evaluados se muestran en el Cuadro 1. En negritas se

destacan los iniciadores seleccionados
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Cuadro 1. Caracteristicas de los iniciadores ISSR evaluados.

°Tm Bandas

No. Iniciador Secuencia (°C) amplificadas Rango (pb)
1 UBC 836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 45 10 300-2000
2 T 06 AGAGAGAGAGAGAGAGGT 50 7 300-1400
3 UBC 835 AGAGAGAGAGAGAGAGYC 45 13 200-2000
4 UBC 810 GAGAGAGAGAGAGAGAT 50 - -

5 UBC 811 GAGAGAGAGAGAGAGAC 52 11 300-1550
6 UBC 812 GAGAGAGAGAGAGAGAA 50 - -

7 UBC 822 TCTCTCTCTCTCTCTCA 50 2 600-1400
8 UBC 809 AGAGAGAGAGAGAGAGG 52 11 300-2000
9 UBC 808 AGAGAGAGAGAGAGAGC 52 12 350-2000

10 UBC 823 TCTCTCTCTCTCTCTCC 52 - -

11 UBC 824 TCTCTCTCTCTCTCTCG 52 - -

12 UBC 825 ACACACACACACACACT 50 - -

13 UBC 834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 50 6 350-1400
14 UBC 848 CACACACACACACACARG 52 - -

15 UBC 864 ATGATGATGATGATGATG 50 5 400-1400
16 UBC 817 CACACACACACACACAA 50 - -

17 UBC 840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT 50 2 400-750

18 UBC 826 ACACACACACACACACC 52 12 300-2000
19 UBC 828 TGTGTGTGTGTGTGTGA 50 6 500-1400
20 UBC 827 ACACACACACACACACG 52 6 400-1400
21 Co3 TGTCACACACACACACAC 54 5 500-1400
22 Co02 GACCACACACACACACAC 57 6 500-1400
23 UBC 857 ACACACACACACACACYG 52 6 400-1400
24 TO5 CGTTGTGTGTGTGTGTGT 54 10 400-1400
25 co1 CAGCACACACACACACAC 57 10 400-1400
26 A04 GCAACACACACACACACA 54 13 400-1400
27 Cco8 ACGAATTGAATTGGACAGAG 56 - -

28 Cco09 CAGATGGGAGTCAAGTCAAC 60 - -

29 C10 ACCTCCTGCAGATTCGTGTC 62 - -

°Tm: Temperatura de alineamiento, R: residuos de Ay G; Y: C y T, pb: pares de bases

Amplificacion de ADN con marcadores ISSR

Se utilizaron diez individuos tomados al azar en cada uno de los diez subcultivos y
una planta donante. Cada reaccion de PCR se realiz6 en un volumen de 25 pL y
contenia los siguientes componentes: Amortiguador Taq 1X, 2.5 mM de MgCl2, 0.2
mM de dNTPs, 0.2 uyM de iniciador, 1 U de Taq. DNA polimerasa y 50 ng de ADN.
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El volumen de reaccion se completé con agua destilada estéril. En todos los casos
se emplearon reactivos de la marca Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Chemical
Company, MO, USA). Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador de
ADN (MaxyGene, Axygen) bajo las siguientes condiciones térmicas: Un paso inicial
de desnaturalizacion a 94 °C durante 4 min, seguido por 35 ciclos de 50 s a 94 °C,
50 s a diferentes temperaturas de alineamiento (dependiendo de cada iniciador), 90
s a 72 °C y una extension final a 72° C durante 10 min. Posteriormente se tomaron
8 uL de cada uno de los productos de PCR para su separacion por electroforesis en
geles de agarosa al 3 % p/v en tampon TAE 1X a 90 V durante 90 min. Se utilizé un
marcador de peso molecular de 50 a 10,000 pares de bases (Directtoad™ Wide
Range DNA Marker, Sigma-Aldrich Chemical Company, MO, USA). Finalmente, los
geles fueron tefidos con bromuro de etidio (1 mg mL™"), visualizados y

documentados en un fotodocumentador (GelDoc-It® Imager, UVP).
Analisis de datos moleculares

El perfil de bandas fue analizado mediante una matriz binaria, asignando el numero
“1” para la presencia y “0” para la ausencia de una banda. Con ello se determino el
porcentaje de polimorfismo en cada subcultivo. Las distancias genéticas entre los
subcultivos y la planta donante se estimaron mediante la distancia genética de Nei
(Nei, 1972). La matriz de distancias genéticas resultante se utilizdé para construir un
dendrograma mediante el método de agrupamiento por pares no ponderados con
media aritmética (UPGMA).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Efecto del numero de subcultivo sobre el numero y longitud de brotes

El numero y longitud de brotes mostro diferencias significativas (P < 0.05) entre los
subcultivos de cafia de azucar cv. Mex 69-290 (Figuras 1 y 2). El modelo de
regresion para nimero de brotes fue: ¥ = exp(1:8496+(0.5669+subc)~(0.03777+subc?)} y
para longitud de brotes: ¥ = 2.9768 — (0.1141 * subc). La menor produccion de
brotes se encontrd en los subcultivos uno y dos con 13 y 15 brotes por explante,
respectivamente. A medida que aumenté el numero de subcultivos, la produccion
de brotes aumento hasta el subcultivo numero ocho, en el cual se obtuvo la maxima
produccion de brotes con 55 brotes por explante. A partir del subcultivo niumero
nueve, la produccion de brotes disminuyé significativamente a 39 brotes por
explante en el subcultivo diez. Respecto a la longitud de brotes, la mayor longitud
se obtuvo en los subcultivos uno y dos. De manera general, se observa una
tendencia en la disminucion de la longitud de brotes a medida que aumenta el
numero subcultivos. El analisis de regresion confirmo estos resultados, a medida
que aumenten los subcultivos, el numero y longitud de brotes disminuira

gradualmente (Figuras 1y 2).

Figura 1. Efecto del numero de subcultivo sobre el numero de brotes de cafa de
azucar cv. Mex 69-290 utilizando Biorreactores de Inmersion Temporal. a-j)
subcultivo uno a diez, respectivamente. Linea: 1 cm.
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Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la produccion de brotes de
cana de azucar tiende a incrementarse hasta el subcultivo ocho y, a partir de este,
la produccion comienza a decrecer. Mendes et al. (1999), analizaron la tasa de
multiplicacion de banano durante seis subcultivos y reportaron que la tasa de
multiplicacion tiende a decrecer a partir del subcultivo numero cuatro. De forma
similar, Vardja y Vardja (2000) reportaron que en gerbera y banano, la mayor
produccion de brotes se alcanzaba en el subcultivo seis y cinco respectivamente,
después de ello, la tasa de multiplicacion comienza a decrecer. Respecto a cafa de
azucar, Lee (1987) analiz6 la tasa de multiplicacion durante diez subcultivos en
medio semisolido, con apices como explante inicial, y reportd una reduccién en la
produccion de brotes de 19 a 12, entre los subcultivo cinco y diez, respectivamente;
mencionando que unicamente se regeneraban plantas normales hasta el séptimo
subcultivo. Por otro lado, Chen et al. (1988) reportaron que la micropropagaciéon de
cana de azucar, via embriogénesis somatica indirecta, se veia afectada por la edad
y numero de subcultivos, donde unicamente era posible la produccion de embriones
en callos con un maximo de edad de 12 meses. En este sentido, los resultados
respaldan el hecho de que a mayor numero de subcultivo los explantes comienzan
a perder su capacidad de regeneraciéon. De acuerdo a Gaspar et al. (2000) y Hsie
et al. (2015), durante la micropropagacion, la calidad de los brotes obtenidos
disminuye a medida que aumente el numero de subcultivos. Caamal-Velazquez y
Bello-Bello (2014), recomiendan no mas de 10 ciclos de multiplicacion, pues
sugieren la posibilidad de que la acumulacién de variantes somaclonales debido a

varios subcultivos afecte negativamente la proliferacion de brotes.
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Figura 2. Efecto del numero de subcultivo sobre el numero (A) y longitud (cm) de
brotes (B) de cafa de azucar cv. Mex 69-290 utilizando Biorreactores de Inmersién
Temporal. Valores seguidos por diferente letra denotan diferencias estadisticas
significativas (LS-Means, P<0.05).

Un factor que determina la eficiencia del sistema de micropropagacion es la
produccion de brotes por explante o tasa de multiplicacion (Williams y Taji, 1991).
Conocer la tasa de multiplicacion de los explantes a lo largo de diversos subcultivos
es de vital importancia para conservar la calidad de las plantulas obtenidas. Por esta
razon, y para mantener la estabilidad genética de las plantas micropropagadas, los
laboratorios comerciales deben limitar el numero de subcultivos al que sera
sometido un explante (Skirvin et al, 1994). Sin embargo, aunque la
micropropagacion de cafia de azucar ha sido ampliamente estudiada (Snyman et
al., 2011; Lal et al., 2015; Kaur et al., 2015), incluso en sistemas de inmersion
temporal (Lorenzo et al., 1998; Mordocco et al., 2009; Snyman et al., 2011), son
escasos los trabajos que reporten la tasa de multiplicacion en diferentes ciclos de

cultivo o subcultivos.
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6.2 Efecto del niumero de subcultivo sobre la variacion somaclonal de cana
de azucar

El analisis de los resultados reveld la existencia de variacion somaclonal a medida
que aumentd el numero de subcultivos. Los diez marcadores ISSR seleccionados
amplificaron un total de 109 bandas (fragmentos). En la Cuadro 2, se muestran las
bandas amplificadas por iniciador y el numero de bandas polimorficas por
subcultivo. Los subcultivos con mayor polimorfismo fueron el uno, nueve y diez, con
10.1, 15.6 y 10.1 %, respectivamente. Los subcultivo que menor porcentaje de
polimorfismo obtuvieron fueron el dos y cinco con 3.76 %. En la Figura 3. Se

muestran los perfiles de bandeo ISSR de diferentes subcultivos.

Cuadro 2. Efecto del subcultivo sobre el porcentaje de polimorfismo durante la micropropagacion de cafa de
azucar en sistemas de inmersiéon temporal detectado mediante marcadores ISSR.

No. Iniciador Secuencia “Tm Ba_n_das Bandas polimoérficas por subcultivo
’ (3-5") amplificadas Uno Dos Tres Cuatro Cinco Seis Siete Ocho Nueve Diez
1 UBC 836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 45 10 0 0 0 0 0 0 0 0 1 4
2 TO06 AGAGAGAGAGAGAGAGGT 50 7 2 2 2 2 2 1 1 1 2 0
3 UBC 835 AGAGAGAGAGAGAGAGYC 45 13 2 0 0 0 1 0 3 0 3 1
4 UBC 826 ACACACACACACACACC 52 12 0 0 0 2 1 0 0 2 1 0
5 UBC811 GAGAGAGAGAGAGAGAC 52 11 2 1 1 0 0 2 0 0 2 2
6 UBC 809 AGAGAGAGAGAGAGAGG 52 11 1 0 1 0 0 0 1 1 2 1
7 UBC 808 AGAGAGAGAGAGAGAGC 52 12 0 1 1 1 0 2 1 0 2 0
8 A04 GCAACACACACACACACA 54 13 1 0 2 1 0 0 2 0 2 2
9 CO01 CAGCACACACACACACAC b7 10 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0
10 TO5 CGTTGTGTGTGTGTGTGT 54 10 2 0 0 0 0 0 2 2 1 1
Polimorfismo (%) 101 3.67 734 6.42 367 459 917 55 15.6 10.1

°Tm: Temperatura de alineamiento, R: residuos de Ay G; Y: Cy T.
El analisis de distancias genéticas de los subcultivos, respecto a la planta donante

y su posterior agrupamiento en un dendrograma UPGMA, revel6 la formacion de
tres grupos (Figura 4). El primero incluye a la planta donante y los subcultivos dos,
tres, cuatros, cinco, seis, siete y ocho; el segundo grupo lo conforma el subcultivo

uno y finalmente en el tercer grupo se encontré a los subcultivos nueve y diez.
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Después del primer subcultivo, la variacion entre los subcultivos intermedios (del

dos al ocho) es estable, aumentando en los subcultivos finales.
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Figura 3. Perfiles de bandeo ISSR en gel de agarosa al 3 % de diez plantas del
mismo subcultivo, respcto a la planta donante. a) Subcultivo uno, iniciador UBC 809;
b) Subcultivo 7, iniciador UBC 826; y c¢) Subcultivo nueve, iniciador UBC 826. M:
Marcador de peso molecular, pb: pares de bases y D: Planta donante.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Soliman et al. (2014), donde la
mayor variacion somaclonal se encontré en los explantes con mayor numero de
subcultivos durante la micropropagacion de Stevia rebaudiana. Kiling et al. (2015)
detectaron un aumento en la variacion somaclonal a partir del sexto subcultivo de
Pistacia lentiscus. Demostrando con ello que la variacion aumenta conforme
aumentan los subcultivos. Resultados similares se reportaron por Bairu et al. (2006)
en Musa spp., quienes sugieren que someter a un explante a multiples subcultivos
promueve la multiplicacion de la variacion somaclonal producida en subcultivos
anteriores y, por ende, incrementa significativamente en los siguientes subcultivos.
Por el contrario, algunas investigaciones reportan baja o nula variacion somaclonal
durante la micropropagacion en medio semisdlido de cana de azucar. Jain et al.
(2005) evaluaron la estabilidad genética de nueve cultivares de cafia de azucar

mediante marcadores moleculares RAPD vy reportaron que no existié variacion.
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Resultados similares fueron obtenidos por Devarumath et al. (2007) y Tawar et al.
(2008), ambos utilizando dos distintos cultivares. Recientemente Hsie et al. (2015),
también reportaron que no existié variacion durante la micropropagacién en medio
semisolido de dos cultivares de cafia de azucar durante 15 subcultivos. Lo anterior
sugiere que la variacion depende del genotipo, incluso en la misma especie. Es este
sentido, las especies con altos niveles de ploidia (como cafia de azucar) suelen

mostrar mayor variacién que aquellas especies diploides (Karp, 1995).
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Figura 4. Dendrograma UPGMA basado en la distancia genética de Nei, calculadas
para cada subcultivo respecto a la planta donante.

El objetivo de la micropropagacidén es producir clones exactamente idénticos al
material vegetal de inicio, en un tiempo relativamente corto, de modo que la
integridad genética del donante sea conservada en la progenie micropropagada (Lal
et al., 2015). Sin embargo, como en el caso de banano (Lakshmanan et al., 2007),
chile habanero (Bello-Bello et al., 2014) y olivo (Bradai et al., 2015), la progenie
obtenida en este trabajo presento variacién en los patrones de bandeo de la planta

donante y la progenie de diez diferentes subcultivos.
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Los resultados obtenidos en este estudio demuestran la existencia de variacion
somaclonal durante la micropropagacion de cafa de azucar, y que las plantas
producidas durante el primer subcultivo in vitro y las plantas con mayor numero de
subcultivos (nueve y diez subcultivos en este trabajo) tienden a presentar mayor
variacion somaclonal. Respecto a la alta variacion encontrada en el primer
subcultivo, Zucchi et al. (2002) reportaron resultados similares durante la
micropropagacion de cafa de azucar en medio semisolido. Reuveni et al. (1993)
también reportaron variacion somaclonal en Musa spp. desde el primer ciclo de
multiplicacion. Recientemente, Soares et al. (2016) reportaron que la variaciéon
somaclonal aumenta desde el establecimiento in vitro de Jatropha curcas. Nuestros
resultados sugieren que el establecimiento in vitro es una etapa sumamente
estresante para las células vegetales y difieren de lo usualmente reportado. Jain
(2001) sostiene que la técnica de cultivo de tejidos es en si un factor estresante que
puede inducir variaciones genéticas. El estrés es ocasionado desde el aislamiento
del tejido para su establecimiento, provocando una reprogramacion celular durante
la regeneracion in vitro, que no ocurre en condiciones naturales (ex vitro). Lal et al.
(2015) mencionan que durante el primer ciclo de multiplicacion, los brotes obtenidos
provienen directamente de tejidos preexistentes altamente organizados como
meristemos y yemas axilares y, por tanto, la mayoria de las plantas obtenidas
deberian ser idénticas al donante. Por su parte, Zucchi et al. (2002), sugieren que
la alta variacion en el primer subcultivo concuerda con la segregacion de genotipos
de un meristemo quimeérico, dando resultado a una generacion inicial altamente
polimorfica, debido a la ruptura de la organizacion meristematica y que, en los
subcultivos consecuentes, se espera menor variacion. De acuerdo a Kaeppler
(1998), la variacion somaclonal puede generar diversos tipos de cambios genéticos
entre los que destacan rearreglos cromosomales, deleciones, inserciones y

recombinaciones.

Nuestro estudio reporta por primera vez la variacion somaclonal debida a
subcultivos en biorreactores de inmersién temporal, utilizando marcadores
moleculares ISSR como método de deteccidon. La alta tasa de multiplicacion

obtenida en este estudio puede ser un factor que promueva la aparicion de variacion
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a medida que aumentan los subcultivos de los explantes. Bairu et al. (2006)
reportaron una fuerte correlacion entre la tasa de multiplicacién de Musa spp., en
tres concentraciones de BAP a través de diversos subcultivos, y el porcentaje de
variacion somaclonal, encontrando que la variacién somaclonal tiende a ser mayor
a medida que aumenta la tasa de multiplicacion. Teniendo en cuenta que los
reguladores de crecimiento son otro factor que influye en la variacion somaclonal,
sugieren que el aumento en la variacién a través de los subcultivos se deba a la

acumulacién enddgena de BAP durante cada subcultivo.

VIl. CONCLUSIONES

Existe variacion somaclonal en la micropropagacién de cafia de azucar debido al
efecto de los subcultivos, a mayor numero de subcultivos, incrementa la

probabilidad de variaciones somaclonales.

La mayor variacion somaclonal respecto a la planta madre se observd en los
subcultivos uno, nueve y diez. Lo anterior sugiere que el establecimiento in vitro

también es un factor estresante que contribuye a la variacion somaclonal.

La mayor produccion de brotes durante la micropropagacién de cana de azucar en
biorreactores de inmersion temporal se obtuvo en el subcultivo ocho vy, a partir de

éste la produccion de brotes se reduce.

Los marcadores moleculares ISSR resultaron utiles para evaluar la variacion

somaclonal en cafna de azucar.

De acuerdo a los analisis de regresion, a medida que aumentoé los subcultivos, el
numero y longitud de brotes disminuiye gradualmente. Este hecho, probablemente

es causado por la acumulacion de variacion somaclonal.
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