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Resumen

El cultivo in vitro de la caña de azúcar ha sido establecido en muchas variedades comerciales con el propósito de producir 
material libre de enfermedades microbianas, conservar germoplasma, detectar resistencia a enfermedades y plagas, etc. En 
este sentido, el objetivo de este trabajo fue analizar la efectividad de las auxinas sintéticas ácido 2,4-diclorofenoxiacético 
(2,4D) y ácido 3,6-dicloro-2-metoxibenzoico (Dicamba), en la inducción del proceso de embriogénesis somática y la rege-
neración de vitroplántulas de distintas variedades de caña de azúcar (C26670, RB855546, V99245, V756, V781, V0050, 
CC8592, CC8475). Para esto se cultivaron discos de hojas en fase de macollamiento, de 1 cm de diámetro y 2 mm de gro-
sor, en medio Murashige-Skoog, 1962 (MS) suplementado con 50 ml.l-1 agua de coco, 30 g.l-1 sacarosa y dos tratamientos 
diferentes: 3 mg.l-1 2,4-D ó 6.63 mg.l-1 Dicamba, ambos en completa oscuridad a 25ºC, durante 1 mes. Los callos obtenidos 
se colocaron en medio de regeneración, conteniendo ½ sales MS, 200 ml.l-1 agua de coco y 60 g.L-1 sacarosa, incubándose 
bajo luz continua, 25ºC, por 2 meses. El mayor porcentaje de callo embriogénico se obtuvo en medios suplementados con 
Dicamba un promedio de 70,83 % de callo embriogénico por variedad ; mientras que en los medios con 2,4D se obtuvo 
62,08 % de callo embriogénico por variedad. Se obtuvo un promedio de 89,00 % de plantas regeneradas a partir de los 
callos obtenidos en medios con Dicamba y 66,12 % de plantas a partir de callos obtenidos en medios con 2,4D. Con el 
uso de Dicamba se estableció un sistema eficiente de embriogénesis somática para estas variedades de caña de azúcar.

Palabras clave: cultivo in vitro, auxinas, vitroplántulas, Sacharum spp., embriogénesis somática. 

Abstract

In order to conserve sugarcane germplasm, produce microbial disease-free material, detect resistance to diseases and 
pests, etc., in vitro propagation of sugarcane has been established in many commercial varieties. In this sense, the aim of 
this work was to analyze the efficiency of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4D) and 3,6-dichloro -2- methoxybenzoic acid 
(Dicamba) to induce somatic embryogenesis and regeneration of plantlets from sugarcane varieties C26670, RB855546, 
V99245, V756, V781, V0050, CC8592, CC8475. For induction of embryogenic callus, leaf discs in tillering stage of 1 cm 
diameter and 2 mm thick, were inoculated on Murashige-Skoog, 1962 medium (MS), supplemented with 50 ml.l-1 coconut 
water, 30 g.l-1sucrose and two different treatments: 3 mg.l-1 2,4D or 6.63 mg.l-1 Dicamba, both of them in total darkness at 
25 °C, during 1 month. For plant regeneration, embryogenic calli were transferred to ½ MS salts supplemented with coco-
nut water 200 ml.l-1 and sucrose 60 g.l-1 and incubated under continuous light, 25 °C, for 2 months. The highest percent of 
embryogenic callus induction was obtained in media supplemented with Dicamba, an average of 70.83 % of embryogenic 
callus by variety, while in media with 2,4-D, 62.08 % of embryogenic callus was obtained by variety. An average of 89,00 
% of plantlets was obtained from calli induced on media with Dicamba and an average of 66.12% of plantlets was obtai-
ned from calli induced on media supplemented with 2,4D. Using Dicamba it was possible to establish an efficient somatic 
embryogenesis protocol for these sugarcane varieties.
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Introducción

La caña de azúcar (Saccharum spp.) es una fuente nu-
tricional de carbohidratos (Cova et al., 2006). y uno 
de los principales rubros agrícolas en Venezuela, en 
los estados Aragua, Barinas, Carabobo, Lara, Mona-
gas, Portuguesa, Sucre, Tachira, Trujillo, Yaracuy y Zu-
lia Este cultivo es usado principalmente como materia 
prima en la producción de azúcar y alcohol (Silva et 
al., 2005). La caña de azúcar es el cultivo con el mayor 
volumen de producción a nivel mundial, según lo co-
rroboran los datos reportados hasta el año 2012 por la 
Organización de las Naciones Unidas para la Agricul-
tura y la Alimentación (FAO, según sus siglas en inglés), 
en comparación con otros rubros de alta importancia 
económica.

Las variedades más cultivadas en el país son V7139, 
V7151, V6410, CC8325, B64129, B8084, PR692176, 
PR1013, CP721210, CP722086, CP742005, 
SP711408, SP701284, CL73239, MZC74275, MZC8-
25, C32368, C37167, RAGNAR, MY5514, según 
los datos del central azucarero El Palmar ubicado en 
estado Aragua, además de las variedades C26670, 
RB855546, V99245, V756, V781, V0050, CC8592, 
CC8475 empleadas en esta investigación.

El mejoramiento de este cultivo se ve limitado por la 
longitud de tiempo requerido para liberar una nueva 
variedad al comercio (10 a 14 años); y se ha enfoca-
do en lograr la resistencia a plagas y enfermedades y 
en aumentar los rendimientos de sacarosa y biomasa. 
Con el fin de acelerar la mejora de este importante 
rubro, las investigaciones sobre el cultivo in vitro de 
la caña de azúcar comenzaron en los años sesenta, y 
desde ese momento han sido establecidos diferentes 
sistemas de regeneración in vitro para muchas varieda-
des comerciales (Gnanapragasam y Vasil, 1990; Supra-
sanna et al., 2011).

Cuarenta años de investigación en el cultivo in vitro 
de caña de azúcar han generado muchos sistemas 
bien desarrollados que se aplican rutinariamente a las 
actividades de investigación y comercio, a saber: (a) 
micropropagación de genotipos, (b) la producción de 
material libre de enfermedades a partir de meristemas 
apicales; (c) intercambio internacional de germoplas-
ma, (d) la generación de somaclones, (e) la detección 
rápida de la resistencia a enfermedades y a las plagas, 
y (f) la conservación de germoplasma. Hay una amplia 
gama de protocolos empleados y establecidos para la 
manipulación in vitro de la morfogénesis de la caña 
de azúcar y las técnicas para la producción masiva de 
material libre de patógenos ya se han integrado en mu-
chos programas de propagación de caña de azúcar 
(Snyman et al., 2011; Raza et al., 2012).

En la embriogénesis somática una única célula o un 
pequeño número de células somáticas son los precur-
sores de la formación de un embrión somático (Sil-
veira et al., 2013). Las hormonas vegetales juegan un 
papel crítico en el establecimiento de la embriogénesis 

somática; durante este proceso las células vegetales 
revierten su estado de diferenciación adquiriendo plu-
ripotencialidad y determinando un nuevo programa de 
desarrollo. Un aspecto crítico, es el modo de acción 
de las hormonas vegetales en el proceso; los estudios 
señalan que las hormonas vegetales participan en la re-
programación de las células somáticas hacia el destino 
embriogénico y demuestran una relación entre las hor-
monas vegetales y las vías moleculares que controlan 
el proceso: remodelación de la cromatina, cambios en 
el patrón de expresión génica, reactivación del ciclo 
de división celular y regulación y modificación de la 
síntesis proteica (Thomas y Jiménez, 2005). 

Para inducir la embriogénesis somática es necesario 
que en el medio exista cierta concentración de auxinas 
y citoquininas. Las auxinas pueden inducir la forma-
ción de células embriogénicas y promover la división 
celular repetitiva, mientras que las citoquininas son 
necesarias para la inducción de la embriogénesis en 
muchas especies de dicotiledóneas (Abdi y Hedayat, 
2011). En general, las auxinas se definen como com-
puestos con actividad biológica similar al ácido indol 
acético, incluyendo la habilidad de promover el alar-
gamiento celular en secciones de coleoptilos y tallos, 
la división celular en cultivos de callos en presencia 
de citoquininas, formación de raíces adventicias en 
hojas y tallos separados, entre otras. Aunque son quí-
micamente diversas, una característica común de las 
auxinas activas, es una distancia molecular de 0.5 nm 
entre una carga positiva fraccional en el anillo aromáti-
co y un grupo carboxilo negativamente cargado (Taiz 
y Zeiger, 2010). La respuesta del explante a la adición 
exógena de auxinas y citoquininas es variable y depen-
de de la especie de planta, estado de desarrollo del 
explante (nivel endógeno de estas hormonas) y el tipo 
y cantidad de auxina y/o citoquinina.

El proceso de embriogénesis somática en diferentes 
variedades de caña de azúcar ha sido estudiado con 
el propósito de mejorar la frecuencia en la formación 
de embriones somáticos de manera directa o a través 
de una fase de callo (Gallo et al., 2000). Oropeza et 
al. (2001), evaluaron el potencial de la auxina sintética 
ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4D), sobre la produc-
ción de callo embriogénico y no embriogénico de la 
variedad PR62258 de caña de azúcar y analizaron las 
proteínas relacionadas con el potencial embriogéni-
co en callos y suspensiones celulares de este cultivo. 
Posteriormente, Marcano et al. (2002) demostraron 
que dos variedades venezolanas de caña de azúcar 
respondían mejor hacia la embriogénesis somática 
cuando los callos eran inducidos en medios suplemen-
tados con ácido 3,6 dicloro-2-metoxibenzoico (Dicam-
ba); mientras que la mayoría de los autores reportan 
que las gramíneas responden mejor hacia la formación 
de callo embriogénico con 2,4D, ya que es la auxina 
sintética más empleada, debido a que afecta el creci-
miento de las plantas en forma similar y en los mismos 
órganos que compuestos auxínicos de origen natural.
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En este sentido, el objetivo de esta investigación fue 
analizar la efectividad del 2,4D y del Dicamba en la 
inducción del proceso de embriogénesis somática y la 
regeneración de vitroplántulas de distintas variedades 
de caña de azúcar, tanto venezolanas como extranje-
ras a fin de evaluar si la respuesta se debe al genotipo 
de la planta o a la acción de las auxinas consideradas 
en la investigación.

Materiales y Métodos

Material vegetal

Se emplearon plantas de caña de azúcar de las varieda-
des C26670 (Cuba), RB855546 (Brasil), V99245 (Ve-
nezuela), donadas por la estación experimental INIA 
(Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias) 
ubicada en Yaritagua, Edo. Yaracuy, Venezuela; ade-
más de las variedades V756, V781 y V0050 (Vene-
zuela), CC8592 y CC8475 (Colombia), donadas por 
FUNDACAÑA (Fundación Azucarera para el Desarrollo, 
la Producción y la Investigación) ubicada en Chivacoa, 
Edo. Yaracuy, Venezuela. Las carácterísticas agronómi-
cas más resaltantes que permitieron seleccionar estas 
variedades para nuestra investigación son: desarrollo 
fenológico adecuadao, germinación, encepamiento y 
tolerancia a enfermedades.

Cultivo in vivo de caña de azúcar

Los tallos de cada variedad se seccionaron en esquejes 
con una o dos yemas, que se incubaron en cámara 
húmeda durante 24 horas y luego se sembraron de 
forma individual en bolsas con suelo abonado, en con-
diciones de vivero con humedad relativa promedio 
de 70%, temperatura promedio de 25 °C. Cuando las 
plántulas alcanzaron un tamaño apropiado, entre los 
25 y 30 días de crecimiento después del momento de 
la siembra, se procedió a la escisión de los explantes 
para el establecimiento del cultivo in vitro de todas las 
variedades. 

Cultivo in vitro de la caña de azúcar

a) Obtención de callos embriogénicos
Se emplearon tallos jóvenes de plantas de 25 a 30 
días de edad, provenientes del vivero, a las cuales se 
les eliminaron las hojas externas y maduras hasta que-
dar una sección de aproximadamente 5 cm de largo 
a partir del último nudo, envuelta con las hojas más 
jóvenes. Este material se lavó con solución jabonosa 
al 20 %, y se sometió a desinfección con hipoclorito 
de sodio al 1 % durante 20 minutos (Marcano et al., 
2002). En cámara de flujo laminar, se realizaron dos 
lavados de 10 minutos cada uno con agua destilada 
estéril, luego se retiró una última capa de hojas hasta 
obtener un tallo de aproximadamente 1 cm de diá-
metro y se seccionaron los explantes a una distancia 

del ápice caulinar entre 2 cm hasta 5 cm en forma de 
discos con 2 mm de grosor, para un total de 30 discos 
por variedad que se sembraron a razón de 6 explantes 
por frasco con medio de inducción , compuesto por: 
sales Murashige y Skoog (1962) completas, inositol 
100 mg. l-1, tiamina 1 mg.l-1 piridoxina 0,5 mg.l-1, ácido 
nicotínico 0,5 mg.l-1, glicina 2 mg.l-1, arginina 50 mg.l-1, 
cisteína 50 mg.l-1, ácido cítrico 0,15 mg.l-1, sacarosa 30 
g.l-1, agua de coco 50 ml.l-1 y agar 8 g.l-1, suplementa-
do con ácido 3,6 dicloro-2-metoxibenzoico (Dicamba) 
6,63 mg.l-1 ó ácido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4D) 3 
mg.l-1, con ajuste a pH 5,7 con soluciones de NaOH 
0,1 N y HCl 1 N, y se cultivaron en una habitación bajo 
condiciones de completa oscuridad a 25°C durante 1 
mes (Marcano et al., 2002).

b) Regeneración de vitroplántulas
Para el desarrollo de plántulas, los callos embriogéni-
cos fueron subcultivados en medio de regeneración, 
cuya composición es la siguiente: sales Murashige y 
Skoog (1962) a la mitad, inositol 100 mg.l-1, tiamina 1 
mg.l-1, sacarosa 60 g.l-1, agua de coco 200 ml.l-1, agar 8 
g.l-1y ajustándose el pH a 5,7 con soluciones de NaOH 
0,1 N y HCl 1 N, y se incubaron bajo condiciones de 
luz continua en una habitación a 25 °C durante 2 me-
ses (Marcano et al., 2002). Se sembraron 5 frascos con 
6 callos cada uno, para un total de 30 callos para cada 
variedad.

c) Análisis estadístico
Se realizó el análisis de varianza multifactorial de la 
interacción entre las variedades de caña de azúcar y 
las hormonas aplicadas con el programa estadístico 
Statgraphics Centurion 12®. con variables dependien-
tes (% de formación de callo y % de formación de vi-
troplántulas) e independientes (hormonas, variedades 
y réplicas), a fin de evaluar si existen diferencias signi-
ficativas entre los porcentajes de formación de callos 
embriogénicos y entre los porcentajes de desarrollo 
de vitroplántulas a partir de los embriones somáticos 
obtenidos. Para identificar cuáles de las variedades de 
caña de azúcar y cuál de los tratamientos hormona-
les muestran diferencias significativas, se procedió a 
aplicar la comparación de medias con el procedimien-
to de diferencia honestamente significativa (HSD) de 
Tukey, con un 95 % de confianza. 

Resultados y discusión

Cultivo in vitro de caña de azúcar

El protocolo de desinfección resultó 100% eficiente, 
dado que no se observó contaminación en ninguna 
de las fases de cultivo. Los procedimientos de cultivo 
y propagación in vitro se realizaron en una habitación 
con las condiciones de asepsia adecuadas, equipada 
con una cabina de flujo laminar, incinerador, instru-
mentación estéril y medios de cultivo debidamente 
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esterilizados. Este logro es sumamente importante si 
por ejemplo comparamos este resultado con los ob-
tenidos por Mittal et al. (2009), quienes reportan la 
necesidad de usar cefotaxima 500 mg.l-1, un antibióti-
co perteneciente a la familia de las cefalosporinas de 
tercera generación, como un promotor de la embrio-
génesis somática y la posterior regeneración de brotes 
en distintas variedades de caña de azúcar de India y 
para mantener la asepsia durante el proceso morfoge-
nético. Kour y Kapoor (2015) encontraron que este 
antibiótico no promovía la embriogénesis somática 
en las variedades de caña de azúcar CoJg4, CoJ83 y 
CoJ86. En esta investigación, no hubo necesidad de 
usar ningún tipo de antibiótico, cuyo uso puede inter-
ferir con la morfogénesis de los embriones somáticos 
además de la incidencia en los costos del estableci-
miento del cultivo.

a) Obtención de callos embriogénicos
Distintos factores genéticos y fisiológicos influyen en 
la inducción de la embriogénesis somática,, desenca-
denando la sustitución del patrón de expresión génica 
existente en el tejido del explante, con una nueva ex-
presión de genes embriogénicos. Este proceso sólo es 
posible si las células son competentes y reciben los es-
tímulos inductores apropiados. Entre los factores que 
intervienen, las hormonas vegetales, especialmente las 
auxinas, son componentes clave, ya que su aplicación 
exógena recapitula el potencial embriogénico de las 
células somáticas mitóticamente inactivas. Varios es-
tudios han indicado que la señalización por auxinas, 
así como el estrés pueden ser eventos clave en la re-
programación genética de células somáticas durante 
la embriogénesis temprana, lo cual es necesario para 
la indiferenciación y para adquirir la condición embrio-
génica (Silveira et al., 2013).

En la figura 1, se observan las diferentes etapas del 
proceso de embriogénesis somática en la variedad de 
caña de azúcar V99245, en representación de todas 

las estudiadas en este trabajo. En la parte A de la fi-
gura, se observan los discos foliares inoculados en el 
medio de inducción de callos. Una vez transcurridos 
25 días, se puede observar en la parte B de la figura, 
la formación de callo de aspecto compacto con una 
coloración blanquecina, características típicas del ca-
llo embriogénico de caña de azúcar (Oropeza et al., 
2001). Taylor et al., (1992) proveen una descripción 
precisa de los diferentes tipos de callo que se originan 
a partir de segmentos de hojas jóvenes de caña de 
azúcar: El Tipo I, aparece primero, luego de 5 días de 
cultivo en los extremos de corte y se caracteriza por 
ser semi-traslúcido y consistente de células grandes y 
alargadas; el Tipo II se desarrolla dentro del tejido del 
Tipo I luego de 13 días de cultivo y es suave, muci-
laginoso, amarillento y contiene células redondeadas, 
vacuoladas altamente disociadas. El Tipo III aparece 
después de los 13 a 21 días en los extremos de los 
explantes y alrededor del tejido vascular, consistiendo 
de un callo compacto, duro, con nódulos globulares 
superficiales, amarillento al principio pero después 
se torna blanquecino y está compuesto de células 
pequeñas, redondeadas y de citoplasma denso. El 
Tipo IV es amarillo, friable, presenta aglomerados de 
estructuras semi-organizadas y consiste de células pe-
queñas, redondeadas, de citoplasma denso. Los callos 
del Tipo I y Tipo II son no-morfogénicos mientras que 
los callos Tipo III y IV pueden regenerar plantas con 
una alta frecuencia a través de la embriogénesis somá-
tica y con una baja frecuencia a través de la organo-
génesis, respectivamente. El callo Tipo III es el referido 
como callo embriogénico y la heterogeneidad se debe 
a que el explante proviene de la sección transversal 
de varias hojas con diferentes grados de madurez. 
Guiderdoni y Demarly (1988) describieron sólo dos 
tipos de callo: el callo friable y el callo compacto, los 
cuales aparentemente concuerdan con los Tipos I y 
III de Taylor et al., (1992). Resultados similares fueron 
obtenidos por Oropeza et al., (2001) y por Marcano et 
al., (2002); observando únicamente los callos compac-

Figura 1. Inducción de la embriogénesis somática de la variedad de caña de azúcar V99245 con Dicamba. A) Discos de hojas 
envolventes al inicio de la inducción. B) Callo generado luego de 25 días de cultivo en medio de inducción. C) Callos mostrando 
agregados embriogénicos a los 32 días de incubación en medio de inducción (110X).
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to y friable, de acuerdo a lo descrito por Guiderdoni 
y Demarly (1988). Silveira et al. (2013) estudiaron las 
diferencias en la adquisición de competencias y la pos-
terior maduración del embrión somático en callos em-
briogénicos y no embriogénicos de caña de azúcar de 
la variedad SP791011; mediante análisis histológico, 
curvas de crecimiento, número de embriones somáti-
cos y contenido de poliaminas. Los callos embriogéni-
cos fueron distinguibles de los no embriogénicos por 
presentar tejidos con forma redondeada, aspecto seco 
y compacto, de color blanquecino opaco con menor 
oxidación, además de la aparición de puntos verdes 
luego de varios días; mientras que los callos no em-
briogénicos presentaban células alargadas, aspecto 
suave y friable, mucilaginosos, de color pardo traslúci-
do por la oxidación en presencia de luz.

En la figura 1C se observan los agregados de embrio-
nes formados a partir de los callos embriogénicos, a 
los 32 días después de la siembra, mostrando el color 
blanquecino característico. La poca cantidad de callo 
no embriogénico obtenida presentaba aspecto suave 
y friable, evidenciando oxidación celular debido a la 
coloración marrón traslúcida , mientras que los callos 
embriogénicos mostraban un aspecto más compacto, 
una coloración opaca y blanquecina, con numerosos 
embriones somáticos en su periferia, que al transcurrir 
cinco días comenzaron a germinar observándose gran 
cantidad de vástagos y raíces. El resto de las varieda-
des presentó el mismo tipo de crecimiento. Aunque 
no se realizó un estudio histológico para determinar 
el origen embriogénico de las vitroplántulas, las con-
diciones de cultivo y la morfología del callo obtenido, 
fueron similares a las reportadas por Oropeza et al., 
(2001) y por Marcano et al., (2002) donde corrobo-
raron mediante el estudio anatómico lo observado a 
nivel morfológico en los callos embriogénicos. Así, 
dadas las características morfológicas de los callos ob-
tenidos en este trabajo y la alta frecuencia de rege-
neración de plántulas a partir de estos callos, es muy 
probable que el principal proceso de regeneración in 
vitro que está ocurriendo sea el embriogénico.

En la tabla 1 se observan los porcentajes de formación 
de callo embriogénico, para cada variedad, con ambos 
tratamientos hormonales, los cuales evidencian dife-
rencias significativas entre 2,4D y Dicamba. En cuanto 
a la respuesta por variedad, se observa una respuesta 
particularmente baja para la variedad RB855546, con 
ambos tratamientos, lo cual corrobora el hecho de que 
toda respuesta embriogénica depende del genotipo. 
En general, para la variedad V0050 la formación de ca-
llo embriogénico es mayor con 2,4D; se observó una 
respuesta muy similar entre las variedades CC8475, 
V756 y V781, pero la respuesta oscila entre 40 y 90 
%, todas con mayor respuesta con Dicamba; al igual 
que entre las variedades CC8592 y V99245, estas últi-
mas con la respuesta más alta para formación de callo 
embriogénico con ambos tratamientos. 

Tabla 1. Porcentajes de formación de callos embriogénicos 
de cada variedad de caña de azúcar.

Variedad de caña de 
azúcar

% Formación de callo 
embriogénico

2,4D Dicamba

CC8475 40,00a,e 83,33b,e

CC8592 86,67a,f 86,67b,f

C26670 50,00a,d 66,67b,d

RB855546 20,00a,c 16,67b,c

V756 66,67a,e 83,33b,e

V781 73,33a,e 90,00b,e

V0050 66,67a,d 46,67b,d

V99245 93,33a,f 93,33b,f

Comparación de medias con el procedimiento de diferencia significa-
tiva (HSD) de Tukey con un nivel de confianza de 95%. Las letras a y 
b denotan diferencias altamente significativas entre los tratamientos 
hormonales. Las letras c, d, e, f, representan diferencias altamente 
significativas entre la respuesta de las variedades ante la formación de 
callo. Variedades con la misma letra no presentan diferencias signifi-
cativas entre ellas. 

 
El inicio y el mantenimiento de callo embriogénico es 
un paso importante para el desarrollo de embriones 
somáticos y la regeneración de plántulas (Silveira et al., 
2013). Tradicionalmente y en la actualidad, la embrio-
génesis somática en muchas especies de gramíneas, 
es inducida con 2,4D. Ho y Vasil (1983), reportaron 
por primera vez que en los extremos cortados de ex-
plantes de monocotiledóneas cultivados en medio 
Murashige y Skoog (1962) suplementado con 2,4D, se 
formaban callos (Guiderdoni y Demarli, 1988; Guider-
doni et al., 1995; Suprasanna et al., 2005; Lakshmanan 
et al., 2005; Raza et al., 2012; Taparia et al., 2012; Kaur 
y Kapoor, 2015). En nuestra investigación, la inducción 
del callo embriogénico y de embriones somáticos fue 
ligeramente mayor en los explantes cultivados en me-
dios suplementados con Dicamba (70,83 % de callo 
embriogénico por variedad), aunque la mayoría de las 
variedades respondieron al 2,4D (62,08 % de callo em-
briogénico por variedad), el porcentaje de formación 
de callo embriogénico de cada variedad para cada tra-
tamiento se observa detalladamente en la tabla 1. Se 
observó un rápido desarrollo de callo embriogénico 
durante la fase de inducción, bajo las condiciones del 
ensayo, en medios de cultivo suplementados con Di-
camba, compuesto que es empleado en condiciones 
de campo como un herbicida selectivo, su modo de 
acción es modificar el transporte del ácido indolacéti-
co, destruyendo el cámbium y el parénquima a nivel 
de los nudos o por encima de ellos; pero su estructura 
química es la de una auxina artificial, la cual empleada 
en cultivos in vitro de caña de azúcar, permite laana-
plasia del tejido de discos de hojas envolventes. 
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El uso de explantes de hojas jóvenes en nuestra in-
vestigación, ha sido validado en distintos protocolos 
establecidos para la morfogénesis in vitro de la caña de 
azúcar utilizando explantes de diferentes partes de la 
planta, como por ejemplo meristemas, verticilos de ho-
jas internas, segmentos de inflorescencias, inflorescen-
cias inmaduras, segmentos de hojas jóvenes, discos 
de hojas inmaduras, entre otros; sin embargo, el más 
empleado es el disco de hojas envolventes inmaduras 
cercanas al meristemo apical, inoculado en sentido ho-
rizontal, con sus extremos distales en contacto con el 
medio, ya que con el uso de este tipo de explante, se 
han obtenido los mejores resultados en la producción 
de embriones somáticos (Guiderdoni et al., 1995; Oro-
peza et al., 2001; Marcano et al., 2002; Suprasanna 
et al., 2011; Joshi et al., 2013). Kaur y Sandhu (2015) 
establecieron un sistema eficiente de producción di-
recta de yemas adventicias, también a partir de discos 
de hojas jóvenes; demostrando el potencial de este 
explante para la producción masiva a nivel industrial, 
de plantas de caña de azúcar.

Manchanda y Gosal (2012), estudiaron el efecto del 
carbón activado, las fuentes de carbono y los agentes 
gelificantes sobre la embriogénesis somática de caña 
de azúcar, y recomiendan ampliamente la adición de 
carbón activado al medio de cultivo, para disminuir el 
ennegrecimiento de los tejidos por la exudación de 
compuestos fenólicos y así incrementar el potencial 
embriogénico de los tejidos. Además, recomiendan 
suplementar el medio con maltosa, aunque el uso de 
sacarosa sigue rindiendo buenos resultados. Finalmen-
te recomiendan gelificar los medios de cultivo con 
agar ya que observaron que con su uso aumentaba 
el porcentaje de formación de embriones somáticos, 
así como la frecuencia de regeneración de la caña 
de azúcar, en comparación con el gelrite. En nuestras 
manos, no se observó ennegrecimiento por lo que no 
hizo falta el uso de carbón activado. La poca oxidación 

observada fue controlada con la adición de cisteína al 
medio de cultivo. 

Suprasanna et al. (2005), encontraron que la eficien-
cia de formación de callo embriogénico fue más alta 
con la combinación de 2,4D y zeatina en la variedad 
Co91010, mientras que para la variedad CoC671, esta 
combinación resultó eficiente añadiendo prolina al me-
dio de cultivo. Analizando la respuesta particularmen-
te baja de la variedad RB855546, obtenida en nuestra 
investigación, se podría recomendar suplementar el 
medio MS (1962) usado para la inducción de callos 
embriogénicos (que contiene los aminoácidos arginina 
y cisteína), con prolina a fin de mejorar la respuesta de 
esta variedad. Por otra parte, en nuestro trabajo no se 
utilizaron citoquininas sintéticas en combinación con 
las auxinas probadas para la inducción del proceso de 
embriogénesis somática; aparentemente, la cantidad 
de zeatina que contiene el agua de coco, es suficiente 
para inducir los procesos de división y alargamiento 
celular, que en combinación con las auxinas, propician 
las citoquininas durante este proceso.

Marcano et al. (2002), optimizaron el proceso de em-
briogénesis somática en variedades venezolanas de 
caña de azúcar, empleando las auxinas sintéticas 2,4D 
y Dicamba, ambas sustancias empleadas en campo 
como herbicidas, ya que afectan el transporte de au-
xinas naturales y el alargamiento celular. Demostraron 
que después de 45 días en el medio suplementado 
con Dicamba, se observó el mayor porcentaje de callo 
embriogénico para las variedades venezolanas ensaya-
das, V756 y V781.

Como mencionamos antes, numerosos autores han 
reportado que la embriogénesis somática en caña 
de azúcar es inducida por la auxina 2,4D (Ho y Vasil, 
1983; Brisibe et al., 1994; Falco et al., 1996; Oropeza y 
García, 1996; Oropeza et al., 2001; Watt et al., 2009; 
Snyman et al., 2011); sin embargo, en la mayoría de las 
variedades analizadas en esta investigación, el porcen-

Figura 2. Gráficos de análisis de homogeneidad de varianza con 95 % de confianza, mediante comparación de medias por dife-
rencia honestamente significativa (HSD) de Tukey, para la formación de callos embriogénicos de caña de azúcar. A. tratamientos 
hormonales; B. variedades de caña de azúcar.
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taje de callo embriogénico obtenido es mayor cuando 
se emplea Dicamba, este hecho puede adjudicarse a 
la diferencia estructural de las moléculas de 2,4D y Di-
camba siendo esta última la que puede ser absorbida y 
degradada por los tejidos vegetales más rápido.

b) Regeneración de vitroplántulas
La regeneración eficiente de plantas a partir de un sis-
tema de cultivo in vitro, es una de las etapas más im-
portante del proceso, que determina la eficiencia del 
mismo. Además, es el prerrequisito esencial para un 
protocolo completo de transformación genética (Su-
prasanna et al., 2011; Manchanda y Gosal, 2012).

En la figura 3, se muestra el desarrollo de las plántulas 
de caña de azúcar de la variedad V99245, una vez que 
los callos fueron transferidos a medio de regeneración, 
el cual no contiene hormonas vegetales. En la figura 
A, se puede ver la formación de vástagos a los 5 días, 
luego de haber sido transferidos a medio de regenera-
ción, donde se pudo cuantificar aproximadamente un 
80% promedio de regeneración de plantas a partir de 
los callos obtenidos (tabla 2). En la figura B 3, se puede 
ver el progreso del cultivo, mediante observación de 
la elongación de los vástagos y la emergencia de las 
primeras raíces a los 15 días de cultivo en medio de 
regeneración y luego el incremento en la cantidad de 
vástagos y raíces formadas a los 20 días, lo cual se 
puede apreciar en la figura C. 

En la tabla 2 se muestran los valores obtenidos de 
regeneración de plántulas, con los callos embriogéni-
cos provenientes de los tratamientos hormonales con 
2,4D y Dicamba, donde el Dicamba figura como la 
hormona más eficiente, ya que los callos generados 
bajo este tratamiento, presentan un alto porcentaje 
de regeneración de plántulas completas. En cuanto 
a las diferencias entre variedades, se pueden distin-
guir 3 grupos con diferencias altamente significativas; 
el primer grupo está compuesto sólo por la variedad 
CC8475, la cual presenta una respuesta muy alta con 
el tratamiento con Dicamba y muy baja con el trata-
miento con 2,4D; el segundo grupo, compuesto por 
las variedades CC8592, C26670, RB855546, V781 y 
V0050, no presentan diferencias significativas entre 
ellas, destacando que todas responden mejor a Dicam-
ba. El último grupo, representado por las variedades 
V756 y V99245, presentan igualmente una mejor res-
puesta a Dicamba, sin embargo la respuesta a 2,4D no 
es despreciable. 

La variedad RB855546, no presentó diferencias sig-
nificativas en cuanto a la formación de callo, con los 
tratamientos hormonales con 2,4D y Dicamba y los 
valores de respuesta ante estos tratamientos fue la más 
baja con respecto a las otras variedades. Sin embargo, 
al transferir los callos embriogénicos de esta variedad 
al medio de regeneración de plantas, la respuesta en 
cuanto a formación de plántulas completas, fue signifi-
cativamente alta con Dicamba. Esta variedad de caña 

de azúcar originaria de Brasil debe ser estudiada con 
más detalle para poder establecer un sistema eficiente 
de embriogénesis somática.

Tabla 2. Porcentajes de regeneración de plántulas completas 
de cada variedad de caña de azúcar. 

Variedad de caña 
de azúcar

% Regeneración de 
plántulas

2,4D Dicamba

CC8475 33,33a,c 76,00b,c

CC8592 72,67a,d 84,67b,d

C26670 86,67a,d 80,00b,d

RB855546 30,00a,d 100,00b,d

V756 85,00a,e 100,00b,e

V781 69,00a,d 88,00b,d

V0050 75,00a,d 86,67b,d

V99245 77,33a,e 96,67b,e

Comparación de medias con el procedimiento de diferencia honesta-
mente significativa (HSD) de Tukey con un nivel de confianza de 95%. 
Las letras a y b denotan diferencias altamente significativas entre los 
tratamientos hormonales. Las letras c, d, e, representan diferencias 
altamente significativas entre la respuesta de las variedades ante la 
regeneración de plántulas completas. No existen diferencias significa-
tivas entre las variedades que presentan la misma letra. 

 
La respuesta diferencial de cada variedad, por cada tra-
tamiento hormonal, para la regeneración de plántulas 
completas de caña de azúcar, se puede evidenciar en 
la figura 4. donde observa claramente el mayor por-
centaje de regeneración de plántulas a partir de los 
callos inducidos con Dicamba y la agrupación de las 
variedades antes descrita.

Un análisis en conjunto de la fase de inducción del 
proceso de formación de callo y la fase de desarrollo 
de los embriones somáticos y regeneración de vitro-
plántulas, podemos concluir que el tratamiento con 
Dicamba es 90 % más eficiente. Se pueden observar 
diferencias altamente significativas entre los tratamien-
tos hormonales; sin embargo, también se puede ob-
servar que de acuerdo a su genotipo, cada variedad 
presenta una respuesta particular, a pesar que en gene-
ral, con Dicamba se obtienen los mejores resultados. 
Marcano et al. (2002), demostraron la alta capacidad 
de regeneración de los callos obtenidos en medio de 
inducción con Dicamba, al transferirlos a medio de re-
generación (sin hormonas), donde a los 4 días ya se 
observaban los primeros vástagos y al transcurrir 45 
días regeneraron plantas completas de caña de azúcar 
de las variedades V756 y V781. En nuestra investiga-
ción, obtuvimos resultados similares, observando los 
primeros vástagos a los 5 días y la regeneración de 
plantas completas a los 45 días.
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dichas divisiones celulares, para que proceda la mor-
fogénesis embriogénica, es entonces cuando Dicamba 
presumiblemente se degrada más rápido en el tejido 
del callo que el 2,4D, por lo que la germinación de 
los embriones somáticos ocurre más temprano y de 
manera más eficiente, en los medios suplementados 
con Dicamba (Filippov et al., 2006). Se ha observado 
una fuerte influencia del genotipo entre muchos tipos 
de explantes y muchas especies. Estas diferencias han 
sido asociadas con las variaciones en susceptibilidad 
a la programación y reprogramación genética de las 
células embriogénicamente competentes, entre los di-
ferentes genotipos (Filippov et al., 2006). Igualmente 
Kaur y Kapoor (2015) demostraron la influencia del 
genotipo para la formación de embriones somáticos 
en las variedades de caña de azúcar CoJ64, CoJ83 y 
CoJ86. 

Finalmente, los resultados de esta investigación permi-
ten recomendar el uso de Dicamba para la inducción 

De acuerdo con nuestros resultados, el tratamiento 
“Dicamba” fue más efectivo que 2,4D para inducir los 
callos embriogénicos y la regeneración de plántulas 
en seis de las ocho variedades estudiadas. Resultados 
similares fueron obtenidos por Filippov et al. (2006) 
con diferentes cultivares de trigo, donde la exposición 
con Dicamba resultó en un desarrollo más rápido de 
los embriones somáticos a partir de callo, en compa-
ración con el 2,4D o el picloram. Algunos autores han 
reportado este efecto del Dicamba en gramíneas, y en 
específico en cereales y explican que este regulador 
de crecimiento sintético tiene un metabolismo rápi-
do en los tejidos mientras que el 2,4D; es una auxina 
muy estable que muestra una fuerte resistencia a la 
degradación y conjugación enzimática en las células 
vegetales. Las auxinas exógenas son necesarias para 
inducir divisiones mitóticas y alargamiento celular du-
rante la fase de inducción de callo, pero se deben eli-
minar del medio de cultivo, una vez que han ocurrido 

Figura 3. Formación de plantas de caña de azúcar, variedad V99245 en medio de regeneración. A) Formación de vástagos a los 5 
días de cultivo. B) Elongación de vástagos y formación de raíces a los 15 días de cultivo. C) Elongación de vástagos y raíces a los 
20 días de cultivo en medio de regeneración. 

Figura 4. Gráfico de análisis de homogeneidad de varianza con 95 % de confianza, mediante comparación de medias por diferen-
cia honestamente significativa (HSD) de Tukey, para la regeneración de plántulas completas de caña de azúcar. A. tratamientos 
hormonales; B. variedades de caña de azúcar.
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del proceso de embriogénesis somática en diferentes 
variedades de caña de azúcar, y la regeneración de 
vitroplántulas en medios de cultivo sin reguladores de 
crecimiento. El protocolo establecido garantiza la dis-
ponibilidad de material suficiente y lo más importante, 
libre de patógenos, bajo condiciones ambientales to-
talmente controladas, para conservar el germoplasma 
de variedades de caña de azúcar de diferentes oríge-
nes geográficos y para aplicar técnicas de avanzada 
para el mejoramiento de este importante cultivo.

Conclusiones

El análisis estadístico demostró que existen diferencias 
altamente significativas entre los tratamientos hormo-
nales, siendo Dicamba, el regulador de crecimiento 
más eficiente para la inducción de la embriogénesis 
somática en caña de azúcar.

La respuesta de las variedades de caña de azúcar a 
los tratamientos hormonales, es genotipo dependien-
te. Las variedades V99245, CC8592, V781 y V756, 
presentaron la mejor respuesta ante el proceso de 
inducción de embriogénesis somática con Dicamba. 
Las variedades V756, C26670, V99245 y V0050, al-
canzaron los mayores porcentajes de regeneración de 
vitroplántulas.

Con esta investigación se estableció un sistema efi-
ciente de embriogénesis somática en variedades de 
caña de azúcar provenientes de programas de mejora-
miento de diferentes países. 

Perspectivas sobre investigaciones futuras

Validar el uso de Dicamba como la auxina sintética de 
mayor eficiencia al establecer la embriogénesis somá-
tica en todas las variedades venezolanas de caña de 
azúcar.

Incluir todas las variedades venezolanas de caña de 
azúcar en un banco de germoplasma a fin de crear 
un programa de certificación de semillas nacional, sa-
cando el máximo provecho del sistema de cultivo in 
vitro.
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