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Resumen

La presente investigacion se realiz6 con el objetivo de establecer la embriogénesis
somatica en Swietenia mahagoni (L.) Jagc. en medio de cultivo semisélido para lo cual
se utilizaron como material inicial secciones cotiledonales. Los resultados demostraron
gue el mayor porcentaje de formacion de callo (95.30%) a partir de secciones
cotiledonales se logré al emplearse una concentracion de 6.0 mg.L' de 2,4-D
combinado con 1.0 mg.L! de Kinetina en el medio de cultivo. En la formacién y
diferenciacion de embriones somaticos el mejor resultado se logré6 con una
concentracion de 4.0 mg.L%; con la cual se obtuvieron los mayores porcentajes (55.0%
y 92.0%) de ESAF y ESBF, el mayor numero (36.7%) de embriones sométicos por callo
y embriones en etapa globular, torpedo y cotiledonal. Se demostroé la necesidad de una
fase de maduraciéon para incrementar el porcentaje de germinaciéon de los embriones
somaticos con 4.0% y 6.0% de sorbitol. Los mayores porcentajes de germinacion
completa (72.0% y 82.8%) y parcial (54.0% y 60.0%) se lograron en un medio de cultivo
suplementado con 0.25 mg.L! de 6-BAP, con embriones sométicos madurados en
medio de cultivo con una concentracion de 4.0% y 6.0% de sorbitol.
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1. Introduccion

Swietenia mahagoni (L.) Jacq., es una de las especies maderables mas valiosas del
mundo, pertenece a la familia meliaceae. Se conoce con los nombres comunes de
caoba, caoba antillana o caoba de Cuba (Betancourt, 1999).

Casi desde el comienzo de la colonizacién del Caribe y durante mucho tiempo después
la caoba cubana ha sido objeto de la explotacion irracional, lo que ha ocasionado que
en la actualidad la especie casi no se comercialice y haya sido incluida en el apéndice
Il de CITES como especie amenazada. Debido a la creciente demanda de productos
forestales se hace cada vez mas necesario el establecimiento y desarrollo de métodos
de propagacion mas eficientes y dinamicos que suplan la necesidad de este recurso
renovable y alivien la presion de deforestacion sobre los ecosistemas naturales.

La propagacion vegetativa representa una via mas directa para mantener
caracteristicas genéticas de un arbol elite. Dentro de este tipo de propagacion, el
cultivo de tejidos ofrece un gran potencial de apoyo a los métodos tradicionales, al
incrementar la produccién de variedades genéticamente superiores, proveniente de la
seleccion de poblaciones, del mejoramiento convencional o de un namero limitado de
semillas de polinizacién controlada (Altman y Loberant, 1998).

Los sistemas mas corrientemente usados en la regeneracién de especies forestales
son la organogénesis y la embriogénesis somatica (Pefia y Seguin, 2001).

La embriogénesis somatica ha devenido como el proceso morfogenético preferido
para la regeneracion de arboles ya que permite el desarrollo de plantas completas a
partir de células individuales, el mantenimiento de la identidad clonal y se evitan

fendmenos no deseados como las quimeras (Poupin y Arce-Johnson, 2005); ademas



ofrece tazas potencialmente altas de propagacion, asi como potencial escalado ,
transferencia a sistemas de biorreactores, tecnologias de semilla sintética y el hecho de
gue los cultivos embriogénicos son susceptibles a ser tejidos blancos para la

transferencia génica ( Merkle y Trigiano , 1992)

Teniendo en cuenta lo anteriormente planteado se propone la siguiente hipétesis de
trabajo

" Es posible desarrollar la embriogénesis somatica en Swietenia mahagoni (L.)Jacg. en
medio de cultivo semisdlido™.

Para ello se proponen los siguientes objetivos:

-Evaluar diferentes concentraciones de reguladores del crecimiento en la induccion y
formacion de callo.

-Evaluar diferentes concentraciones de reguladores del crecimiento en la diferenciaciéon
y desarrollo de embriones somaticos.

-Determinar la influencia de diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento

y azucares en la maduracion y germinacion de embriones somaticos.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas generales de Swietenia mahagoni (l.) Jacq

Swietenia mahagoni (l.) Jacq., es una de las especies maderables méas valiosas del mundo,
pertenece a la familia meliaceae. Se conoce con los nombres comunes de: caoba, caoba
antillana, caoba de Cuba (Betancourt, 1999).

La caoba es un arbol que puede llegar a alcanzar hasta 25 m de altura y hasta 2 m de diametro,
con presencia de contrafuertes en la base; la corteza es inicialmente lisa, grisicea y con
abundantes lenticelas, con la edad se vuelve fisurada y pardo rojiza (Puentes, 2005).

Los arboles son de fuste corto y ramificado si crecen aislados; pero cuando se desarrollan en
competencia, son rectos y su fuste tiene mayor longitud. La copa es amplia y frondosa y la
ramas gruesas. Las hojas son compuestas y alternas, cominmente paripinnadas, y de 10 cm a
30 cm de largo. Las inflorescencias forman paniculas axilares de 5 a 18 cm de largo con
flores pequefias .Los frutos son capsulas lefiosas, piriformes de color castafio claro que miden
entre 8 y 10 cm de largo y de 4cm a 6 cm de didmetro, con dehiscencia septicida a partir de la
base; cada fruto contiene entre 45 y 60 semillas. Las semillas estan provistas de alas
membranosas y son de color castafio claro; miden entre 5 cm y 7 cm de largo v,
aproximadamente, 1,3 cm de ancho, se encuentran imbricadas en la cpsula en dos series
(Betancourt, 1999).

La caoba cubana se encuentra en toda Cuba, Las Antillas y Florida. En bosques
semicaducifolios, con preferencias en suelos profundos ligeramente &cidos, aunque puede
encontrarse sobre casi todos los suelos de Cuba con excepcidn de los extremos lateriticos y
arenosos (Bisse, 1988).

La especie es sobreexplotada en muchas de sus areas de distribucion natural y ha sido
registrada en el Apéndice Il de CITES como especie en peligro de extincion. La caoba ha sido
extensivamente plantada principalmente en el Sudeste Asiatico, Oceania y Africa Oriental
(Schmidt y Jgker, 1999).

Swietenia macrophylla y la caoba cubana se cruzan libremente cuando crecen cerca una de otra
(Francis, 1991). El hibrido interespecifico ha sido observado en Cuba desde el afio 1962;

probablemente existian con anterioridad algunos ejemplares, pero no se habian detectado. Las



caracteristicas intermedias (principalmente de las hojas y los frutos) y el crecimiento mas
rapido que el de las especies progenitoras, denota heterosis o vigor hibrido (Betancourt, 1999).

Puentes (2005) observo que las diferencias apreciadas en la madera de la especie se tratan de
diferencias debido a la edad del arbol, la clase de terrenos y la parte de la planta que se utiliza

y no a caracteristicas genéticamente fijadas.

2.2. Importancia del cultivo

La madera de la caoba antillana se usa en trabajos de ebanisteria fina, objetos torneados,
decorado interior, cajas de radio, marcos de puerta y toda clase de obras que requieran madera
de alta calidad. Las existencias de esta madera han disminuido tanto que ya practicamente no
se exportan (Betancourt, 1999).

La caoba antillana es una de las especies maderables mas atractivas del mundo, por el lustre,
color y grano de su madera, y la inmunidad al ataque de insectos. Es por ello una madera
altamente cotizada en el mercado internacional (Pennington y Styles, 1981).

La caoba es utilizada como arbol de sombra y ornamental en parques y avenidas de toda Cuba.

2.3. Propagacion

La reproduccion natural de la caoba cubana es escasa, en las condiciones naturales del bosque.
Es dificil encontrar rodales homogéneos de esta especie en un bosque poco influido por la
accion antropica del hombre; sin embargo, en los secundarios y en los potreros se le haya
formando rodales o bosquetes en los que es la especie dominante. La capacidad germinativa de
las semillas recién colectadas es alta, generalmente fluctia entre 80% y 90%; pero si se
mantienen al aire libre y temperatura ambiente, pierden rapidamente la viabilidad y a los seis
meses esta es casi nula (Betancourt, 1999).

Muchos esfuerzos en la mejora de &rboles han hecho uso de la propagacion clonal para
propagar individuos superiores cuando sea posible. Este método captura todos los efectos
genéticos (dominancia, aditividad y epistacia) y permite el desarrollo de genotipos superiores
mientras se evita la necesidad de proceder a través de ciclos de cruzamiento. (Campbell et al.,
2003).



La propagacion asexual con la aplicacion de técnicas convencionales (injertos, estacas y
margullos) es posible; pero las plantas resultantes pierden rapidamente su valor comercial
debido a las multiples ramificaciones causadas por efectos topofiticos (Patifio, 1997).
Aparentemente la via mas apropiada para la reproduccion artificial de esta especie en
cantidades comerciales es la micropropagacion (Rodriguez et al., 2003).

2.3.1. Propagacion in vitro

Las técnicas de propagacion in vitro fueron desarrolladas para la multiplicacion clonal de un
genotipo deseado, méas adelante a través del tiempo el desarrollo de estas técnicas ha devenido
en proveer material vegetal susceptible a ser genéticamente transformado (Merkle y Dean,
2000).

Los sistemas de regeneracion de especies arbOreas mas corrientemente usados son la
organogénesis y la embriogénesis somatica. La organogénesis pude ser definida como la
produccion de plantas a traves de la formacion de érganos de novo a partir de un amplio rango
de explantes 0 masas celulares (Pefia y Séguin, 2001).

Hasta el momento, es inexistente la publicacién de articulos relacionados con la
micropropagacion por métodos biotecnoldgicos de la Caoba cubana. Tacoronte et al. (2004)
lograron la propagacion de Sweitenia macrophylla King cultivando segmentos uninodales
provenientes de plantas germinadas in vitro. El rango 6ptimo de respuesta en el alargamiento y
desarrollo de las yemas axilares lo obtuvieron en una relacion de &cido naftalena acético
(ANA) y 6- benciladenina (BA) de 0 a 1,94 mg.I* de cada regulador del crecimiento. El
enraizamiento lo obtuvieron en un medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962) (MS)
reducido a la mitad, suplementado con tiamina 9.9 mg.I%, 0.5mg.I" de &cido indolbutirico
(AIB), 0.3 mg.I" de 4cido naftalanacetico (ANA), sacarosa 40g.I", gelrite 2.0 g.I" y un pH de
5.7.

Da Cunha et al. (2001) lograron enraizar segmentos apicales y brotes de Swietenia
macrophylla King obtenidos a partir de experimentos de multiplicacién in vitro en un medio de
cultivo con sales MS, suplementado con vitaminas Woody Plant Medium (Mccown & Lloyd,
1981) , sacarosa al 3%, 0,7% de agar y 0,1% de PVP (Polivinilpirrolidona) y los reguladores
del crecimiento AIB y ANA en unrango de 0,1 a 5, 0 mg.I L.El resultado mas eficiente, un 70



% de enraizamiento, lo obtuvieron cuando cultivaron los apices y segmentos nodales en

medios de cultivo que contenian 2.0 y 5.0 mg.I" de ANA.

2.4. Embriogénesis somética

Las plantas son unicas en su habilidad para producir embriones somaticos (Jayasankar et al.,
2001). La embriogénesis somatica es un proceso en el cual células sométicas especificas son
genéticamente reprogramadas hacia el desarrollo embriogénico (Haggman et al., 2005). Esto
no es un fendmeno artificial y es conocido en la naturaleza como una forma de apomixis
Ilamada embrionia adventicia (Freire, 2003). Aunque los procesos apomicticos son restrictivos
para las células del &pex germinativo o del dvulo en plantas, hay una gran variedad de células
somaticas que pueden producir desarrollo embriogénico bajo apropiadas condiciones (Fehér,
2005). La embriogénesis somatica in vitro es posible debido a que cualquier tejido somatico
vegetal tiene la capacidad de desarrollarse en un embrion, totipotencia, a traves de la
manipulacion de las condiciones de cultivo y la aplicacion de reguladores del crecimiento
(Freire, 2003).

Los embriones cigoticos y somaticos comparten similares etapas de su ontogenia. Ambos
pasan a través de las etapas globular, corazon y torpedo en dicotiledéneas y globular, escutelar
y cole6ptilar en monocotileddneas (Toonen y de Vries, 1996).

La embriogénesis somatica es un proceso donde embriones somaticos pueden ser obtenidos via
embriogénesis somatica directa o via embriogénesis somatica indirecta. En la embriogénesis
somatica directa, el embrion se origina directamente a partir del tejido en ausencia de callos
(Aly et al., 2002); mientras que, en la embriogénesis somatica indirecta la proliferacién de
callos y tejidos embriogénicos antecede el desarrollo del embridn (Fuentes et al., 2000).
Existen dos tipos de embriogénesis somatica indirecta, una conocida como embriogénesis
somatica de baja frecuencia (ESBF) y otra denominada embriogénesis somatica de alta
frecuencia (ESAF). En la primera, el niUmero de callos con embriones sométicos es mayor,
aunque se forman pocos embriones somaticos por callo. Estos embriones aparecen entre las 12
y 14 semanas de cultivo, aislados o en pequefios grupos, y evolucionan completamente hasta
las avanzadas etapas de desarrollo. En la segunda, los embriones somaticos aparecen entre las

16 y 20 semanas de cultivo, no se desarrollan completamente y se mantienen en etapa globular,



agrupados en un nimero mucho mayor, aunque dichos grupos aparecen en un nimero menor
de callos (Freire, 2003).

Desde los primeros estudios, el nimero de especies de plantas superiores a partir de los cuales
embriones somaticos fueron obtenidos y regenerados se ha ido incrementando continuamente
(Jiménez, 2001).

Las embriogénesis somatica ha devenido en la técnica preferentemente usada en la
regeneracién de arboles, ya que permite el desarrollo de una planta completa a partir de células
individuales, mantiene la identidad clonal y evita fendmenos no deseados como las quimeras
(Poupin y Arce-Johnson, 2005); también, permite la propagacion clonal a gran escala, la
conservacion de germoplasma y provee de un sistema ideal para la produccion de semillas
sintéticas y la transformacién génica ( Baill et al ., 2005).

Los cultivos embriogénicos han sido generados para las especies comerciales mas importantes
de coniferas y maderables. Sin embargo, en el mejor de estos sistemas se presenta la falta de
viabilidad comercial principalmente por dos razones: primeramente, la baja frecuencia de
regeneracién para la mayoria de los clones deseables, y en segundo lugar el uso de genotipos
no probados como semillas y plantulas como materiales de partida en los cultivos (Merkle y
Dean, 2000).

2.4.1 Fases de la embriogénesis somética

El desarrollo de un sistema experimental para la regeneracion de plantas via embriogénesis

somatica incluye los siguientes pasos:

o Induccion de los embriones somaticos.

o Desarrollo de los embriones somaticos.

o Proliferacion de los embriones somaticos
o Maduracién de los embriones somaticos.

) Germinacion de los embriones somaticos.

o Conversion de los embriones somaticos en plantas.



2.4.1.1. Induccién de los embriones soméaticos

La induccion de la embriogénesis somatica consiste en la terminacion del patron de expresion
de los genes presentes en el tejido del explante; siendo reemplazado por un programa de
expresion del gen o genes de la embriogénesis en aquellas células del tejido del explante
inicial, las cuales pudieran dar lugar a embriones somaticos (Gomez, 1998).

Los embriones somaticos pueden formarse directamente en la superficie de un tejido
organizado como hoja, segmentos de tallos, embriones cigéticos, a partir de protoplastos o a
partir de microsporas; las células de las que se originan estos embriones somaticos pueden ser
consideradas como ya determinadas para el desarrollo embriogénico, necesitando solo de
condiciones permisivas que permitan su expresién. Los embriones somaticos pueden también
formarse indirectamente mediante un paso intermediario de formacion de callo; en este caso
medios de cultivos mas complejos deberian ser usados, incluyendo factores adicionales para
inducir desdiferenciacion y reiniciacion de la division celular de las células ya diferenciadas
antes que estas puedan expresar competencia embriogénica ( Jiménez, 2001).

La transicién de células somaticas a células embriogénicas es mediada por mecanismos
adaptativos al stress impuesto por las condiciones del cultivo in vitro (Fehér et al., 2003).
Células de explantes no embriogénicos pueden ser inducidas a estados embriogénicos por una
variedad de procedimientos que usualmente incluyen la exposiciébn a reguladores del
crecimiento, shock por ph, calor o tratamientos con otras sustancias quimicas. Sin embargo el
procedimiento mas comin es la exclusion o reduccion de la auxina 2,4D (acido 2,4-
diclorofenoxiacético) del medio de cultivo. Hasta ahora no esta claro ain cuales son los
cambios que se deben producir en una célula somética para convertirse en una célula
embriogénica capaz de formar un embrion (Jiménez, 2001).

Parece ser que no existe una simple sefial universal aplicable a este proceso (Mordhorst et al.,
1997) y que en general solamente un nimero muy limitado de células de un explante dado

responden para convertirse en embriogénicas (Toonen y de Vries, 1996).



2.4.1.2. Desarrollo de los embriones somaticos.

La formacion de embriones somaticos a partir de callos a menudo comienza cuando callos
embriogénicos son transferidos a medios de cultivo donde la concentracion de auxina ha sido
reducida o eliminada (Umehara y Kamada, 2005; Yang et al., 2003). Segun von Arnold et al.
(2002) esto se debe a que con la eliminacién de la auxina, el bloqueo de aquellos genes
requeridos para la transicion a la etapa de corazon de los embriones somaticos es removido
del medio. Otra posible explicacion la aporta Liu et al. (1993), estos autores sefialan que la
presencia continuada de auxina en el medio de cultivo interfiere con el gradiente polar de la
auxina que es normalmente establecido durante la embriogénesis somatica, obstruyendo el

correcto patron basal apical del embrion.

2.4.1.3. Proliferacién de los embriones soméaticos

Uno de los més importantes aspectos de la embriogénesis somatica que permite su aplicacion
en la propagacion masiva y la transferencia de genes, es la habilidad de los cultivos
embriogénicos de muchas especies de plantas a proliferar o multiplicarse indefinidamente. La
proliferacién de las células embriogénicas puede desarrollarse por diferentes vias que estan
aparentemente influenciados por una variedad de factores como: especie, reguladores del
crecimiento, fuentes de nitrogeno, etc (Merkle et al., 1995).

Una vez que las células embriogénicas han sido formadas, ellas pasan a proliferar, formando
grupos de células pro-embriogénicas. La auxina es requerida para la proliferacién pero es
inhibitoria para el desarrollo en embriones somaticos (Filonova et al., 2000).

Callos embriogénicos son mantenidos y proliferados en medios de cultivo similares a los
usados para la induccion (Kevers et al., 2002).

En ausencia de auxinas exogenas, la histodiferenciacion procede normalmente. Si hay auxinas
dentro del umbral que permite la histodiferenciacion, esta procederd, pero anormalmente. Al
aumentar el nivel de auxinas exdgenas, se llega a un punto en que la histodiferenciacion no
pasa mas alla de la etapa globular. En este caso, nuevos embriones sométicos se forman del

embridn original y se desarrollan hasta la etapa globular, donde se multiplican. Este proceso se



repite mientras el nivel de auxinas exdgenas sea suficientemente alto. Este fendmeno se conoce
como embriogénesis somatica recurrente, repetitiva o secundaria (Parrot, 2000).

.La embriogénesis somatica secundaria comparada con la primaria, presenta mayores ventajas
tales como: alto coeficiente de multiplicacion, independiente de la fuente del explante y
repetitivilidad; ademas la embriogénesis somatica puede ser mantenida por periodos de
tiempos prolongados mediante ciclos repetitivos de embriogénesis secundaria (Raemarker et
al., 1995).

2.4.1.4. Maduracion de los embriones somaticos

La etapa de maduracion es un complejo periodo de desarrollo del embrion somético en el cual
ocurre la expansion de la célula, la acumulacién de sustancias de reserva y se adquieren
tolerancia a la desecacion (Parrot, 1993).

La maduracion de los embriones somaticos puede ser controlada por tratamientos con &cido
absicico (Blochl et al., 2005), sacarosa y desecacion (Thomas, 2006); osmoticos y gelificantes
(von Aderkas et al., 2002).

Solamente embriones somaticos maduros con una morfologia normal; los cuales han
acumulado suficientes materiales de reserva y adquirido tolerancia a la desecacion al final de la

maduracion desarrollan en plantas normales (von Arnold., et al. 2002).

2.4.1.5. Germinacion y conversion de embriones sométicos en plantas

Al proceso mediante el cual los embriones somaticos emiten brote y raiz se le denomina
germinacion y al desarrollo de plantas completas en condiciones ex vitro se le denomina
conversion (Barbon, 2001).

Dentro del proceso de la embriogénesis somatica las fases finales lo constituyen la germinacién
y la conversion de plantas. Las primeras sefiales de la germinacion de los embriones somaticos
la constituyen la elongacion del hipocotilo, desarrollo del color verde de los cotiledones y la
elongacion de la radicula (Alemano et al., 1997).

La germinacion de los embriones somaticos y su regeneracion en plantas ha sido reportada

como baja para la mayoria de las especies de plantas (Jayasankar et al., 2001).



Los embriones somaticos usualmente desarrollan en plantas pequefias, comparables a plantulas,
en medio de cultivo sin reguladores del crecimiento. Sin embargo, existen casos donde las

auxinas y las citoquininas estimulan la germinacién (von Arnold, 2002).

2.4.2. Factores que afectan la embriogénesis somética

J Genotipo de la planta

o Componentes del medio de cultivo: reguladores del crecimiento
. El tipo y el estado fisiologico del explante

J Condiciones de cultivo

2.4.2.1. Genotipo de la planta

El potencial para la embriogénesis somética esta primeramente determinado a nivel de
genotipo. Se ha observado que genotipos provenientes de una misma especie, pueden diferir en
cuanto a su capacidad de formar embriones somaticos, lo cual esta dado por las diferentes
habilidades para activar las rutas genéticas (Parrot, 2002). Frecuentemente se ha observado que
secciones de callos embriogénicos competentes e incompetentes son producidos en el mismo
explante, indicando que incluso células idénticas genéticamente responden de forma diferente a
estimulos particulares (Merkle et al., 1995). A pesar del continuo incremento de especies
donde las condiciones para la induccidn de la embriogénesis somatica han sido establecidas,
hay un nimero de especies que son aun recalcitrantes para formar embriones somaticos.
Genotipos embriogénicos altamente recalcitrantes existen incluso dentro de una misma especie
(Fehér, 2006). Segun Raj y Vasil (1995) muchos casos de genotipos recalcitrantes podrian ser
resueltos por optimizacién de las condiciones de cultivo o por una apropiada seleccién del

explante.

2.4.2.2. Componentes del medio de cultivo: reguladores del crecimiento

Para el desarrollo de la embriogénesis somética generalmente se ha empleado el medio de

cultivo MS con algunas modificaciones del mismo.



Los carbohidratos son una fuente de energia para el crecimiento heterotrofico, la sacarosa es
usualmente utilizada en el cultivo de tejido en plantas. Sin embargo, la glucosa es el substrato
preferido para algunas especies (Reed y Chang, 1997). La optimizacion de la sacarosa, junto
con otros macronutrientes tales como el nitrégeno pueden tener un profundo efecto en la
capacidad de desdiferenciacion celular para proliferar in vitro (Samoylov et al., 1998). Niveles
superoptimos de sacarosa tienen un efecto negativo y son envueltos en sintomas de
manifestaciones recalcitrantes asociados a la hiperhidricidad (Zimmerman y Cobb, 1989).

La adicion de nitrogeno en el medio de cultivo ha tenido un marcado efecto sobre la
embriogénesis somatica en varias especies. En particular la relacion nitrato-amonio y la adicion
de nitrogeno reducido en forma de aminoacidos influyen en la aparicion de la embriogénesis

somatica (Nuutila et al., 2002)

2.4.2.2.1 Reguladores del crecimiento

La presencia de los reguladores del crecimiento en el medio de cultivo es de vital importancia
para lograr una reaccion morfogenica deseada (Victor y Clement, 2006).

Entre los grupos individuales de los reguladores del crecimiento las auxinas son los agentes
mas usados para mediar la transicion de células sométicas a células embriogénicas (Gaj, 2004).
Aunque el proceso de induccion de embriones somaticos a partir de células en cultivo no es
completamente entendido, es generalmente aceptada la presencia de cambios diferenciales en
la expresion génica de masas de células pro-embriogénicas en presencia continuada

de auxina (Linz y Gray, 1995).

Si bien existen casos en los cuales la adicion de citoquininas al medio de cultivo como Unico
regulador del crecimiento es efectiva en la induccién de la Embriogénesis somaética, este efecto
no es universal y su adicion a menudo ésta unida a auxinas para lograr el efecto adecuado
(Merkle et al., 1995). Las citoquininas pueden ser esenciales para la maduracion y germinacion
de embriones somaticos. La incorporacion de estas durante la fase de histodiferenciacion
compensa el efecto negativo inducido por la auxina sobre el desarrollo del meristemo (Barbdn,
2001).

La adicién de ABA en el medio de cultivo induce una reduccion en la germinacion precoz y un

incremento en el nimero de embriones somaticos maduros. Sin embargo la duracion extensiva



de este tratamiento podria influenciar negativamente la conversion de los embriones maduros a
plantulas (von Arnold et al., 2002).

Segun Parrot (2002), la histodiferenciacion, maduracion, germinacion y conversion de los
embriones somaticos de angiospermas ocurre sin la presencia de reguladores del crecimiento
exdgenos. Este mismo autor sefiald que aun asi, muchos de los protocolos para la
embriogénesis somatica que omiten una o mas fases, usan reguladores del crecimiento
innecesarios, o condiciones suboptimas de cultivo. Lo cual provoca que los embriones
somaticos requieran el empleo de reguladores del crecimiento, generalmente citoquinina o

giberelina, antes de germinar y convertirse en plantas.

2.4.2.4. El tipo y el estado fisiologico del explante

La seleccion del explante podria ser el factor clave que determine el éxito o no de un protocolo
de embriogénesis somatica (Krishnaraj y Vasil ,1995)

La experiencia en el cultivo de tejidos soporta la idea de que existe un tipo de gradiente en la
respuesta embriogénica entre varios 6rganos de la planta. El potencial embriogénico mas alto
se presenta en tejidos con origen embriogénico y decrece hacia el hipocoétilo, peciolo, hoja y
raiz (Neuwman, 2000). La capacidad embriogénica de las células decrece continuamente

durante la ontogenia de la planta y es especie dependiente (Fehér, 2005).

2.4.2.5. Condiciones de cultivo

El ambiente fisico influye en el crecimiento y desarrollo morfogénetico del tejido in Vitro
(Nguyen y Kozai, 1998). Los factores mas notables son el Diéxido de Carbono, Oxigeno, el
etileno, temperatura y humedad relativa. La composicién del gas en el frasco de cultivo esta
influenciada por el volumen del vaso de cultivo y la magnitud de la ventilacion. Se estima que
los requerimientos de CO> que no estan implicados en un proceso de fotosintesis deben estar
relacionados con alguna que otra via metabdlica en la biosintesis de aminoacidos. El proceso
de induccion y diferenciacion de embriones somaticos esta muy vinculado con el
comportamiento de el pH del medio de cultivo y la concentracion de CO; en el frasco de

cultivo (Barbon, 2003). Las concentraciones de etileno y compuestos toxicos (productos de la



oxidacion de fenoles) en la fase gaseosa de los frascos de cultivo poseen una tendencia al
incremento durante el cultivo (Nguyen y Kozai, 1998). Roustan et al. (1990) informan que la
adicion de inhibidores de etileno, tales como cobalto, niquel y acido salicilico increment6 la
embriogénesis en zanahoria.

De los factores ambientales criticos, el efecto de la luz sobre la embriogénesis somatica es uno
de los menos estudiados (Hoshino y Joel, 2005). La calidad, intensidad y el fotoperiodo pueden
influenciar grandemente la respuesta morfogénica (Michler y Lineberger, 1987); asi como estar
implicada en el fendmeno de dafio por fotoxidacion (Benson, 2000).

Los efectos predominantes de la densidad celular sobre la embriogénesis parecen ser mas
indirectos que directos. La influencia de la densidad celular sobre la embriogénesis es a través
de cambios en la concentracion de factores celulares, los cuales son literalmente adicionados al
medio de cultivo por parte de las células y los embriones. Cambios en la cantidad de nutrientes
0 gases disponibles por el consumo individual de células o embriones y estrés fisico causado
por el incremento del contacto fisico entre las células y embriones cuando la densidad es
incrementada (Higashi et al., 1998).

2.5. Proteinas de la embriogénesis

Los marcadores para la embriogénesis somética ayudan a establecer el potencial embriogénico
en células de plantas para obtener una frecuencia de regeneracion razonable y proveer
informacién de los mecanismos moleculares de diferenciacion celular de las células en plantas.
Diferentes experimentos han sido aplicados para aislar y caracterizar marcadores para la
embriogénesis somatica. En la mayoria de los casos el anélisis comparativo de los patrones de
proteinas totales de células embriogénicas y no embriogénicas resultd en un gran nimero de
proteinas no especificas haciendo dificil el uso de ellas como marcadores (Hilbert et al., 1992).
El desarrollo de células en cluster embriogénicos y posteriormente en embriones somaticos es
acompafiado por cambios especificos en los patrones de proteinas; nuevas proteinas son
sintetizadas, otras disminuyen y desaparecen. Cambios en los patrones de izoenzimas han
probado ser una eficiente herramienta para el analisis de diferentes estados en la embriogénesis
somatica. La expresion de las izoenzimas forma parte de un programa funcional envuelto en al

adquisicion del potencial embriogénico y su subsecuente diferenciacion en embriones.



Hahne G, Mayer JE; Lorz H (1998) Embriogenic and callus specific proteins in somatic
embryogenesis of the grass, Dactylis glomerata (L) plant. Sci 55:267:279



3.0. Materiales y Métodos
La presente investigacion se realizo en el Instituto de Biotecnologia de las Plantas
(IBP), de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas (UCLV), Santa

Clara, durante el periodo comprendido entre Enero de 2007 a Enero del 2008.
Procedimientos generales
Instrumental de laboratorio

Para la manipulacion de los explantes en condiciones de asepsia se utilizé una
cabina de flujo laminar. Las pinzas y los bisturis se desinfectaron en una solucion
de NaClO al 1.0% (v/v) durante 15 minutos. Las placas de Petri empleadas en la
manipulacion del material vegetal fueron esterilizadas en la estufa (Mim,

Alemania) a 180°C durante dos horas.
Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados en esta investigacién se especifican en cada
experimento. Los medios de cultivo se dosificaron en frascos de vidrio con una
capacidad total de 250 mL, a los que se les adicionaron 30 mL de medio de
cultivo. Como agente gelificante para los experimentos se utiliz6 el Gelrite®
(SIGMA) a razén de 2,5 g.LL. El pH de los medios de cultivo fue ajustado antes
de la esterilizacion a 5,8 con soluciones de NaOH y HCI (0,1N). Se realizo la
esterilizacion de los medios de cultivos en autoclave a una temperatura de 121 °C

y 1,2 kg.cm de presién, durante 20 min



Condiciones de cultivo

El material vegetal fue cultivado en condiciones de oscuridad durante las fases de
induccion, diferenciacion y maduracion de los embriones somaticos y a una
temperatura de 27.0+2.0°C. La fase de germinacion se realiz0 a la luz, para esto se
utiliz6 una camara de crecimiento de luz solar con una densidad de flujo
fotosintético de fotones de 48.0-62.5 pumol2s? con una duracion del periodo
luminoso méximo y minimo de 13h, 34 min y 10h, 41 min y una temperatura de
25.0+£2.0 °C.

Preparacion del material vegetal

Como material vegetal inicial se emplearon secciones de cotiledones de semillas
de frutos inmaduros recolectados en el jardin botanico de Villa clara, a partir de
plantas adultas de Swietenia mahagoni (L.) Jacg. seleccionadas por sus
caracteristicas agromorfoldgicas.

Frutos inmaduros con un largo en el rango de 6.0 -7.5cm de largo y de 4.5-5.5 cm
de diametro, fueron lavados con agua y detergente previo a la desinfeccion en una
solucion de NaClO al 3.0% durante 30 min en agitacion; a continuacion fueron
enjuagados dos veces con agua desionizada estéril en condicion de asepsia. Las
capsulas fueron seccionadas en dos mitades de las cuales se separd la masa de
semilla de la columela. Las semillas fueron descubiertas de su testa y
posteriormente los cotiledones desnudos fueron separados y seccionados sus

bordes exceptuando la zona donde se encuentra el embrion cigotico.



Evaluaciones

El inicio de la formacion de callos, la formacion y diferenciacion de los embriones
somaticos, asi como la germinacion se realizaron de forma visual. Para las
observaciones efectuadas durante la formacion y diferenciacion de los embriones
somaticos se emple6d un microscopio estereoscopico marca Leica (modelo WILD
M8, Alemania).

Procesamiento estadistico

En todos los experimentos evaluados se realizaron las comprobaciones de
normalidad y homogeneidad de la varianza de los datos experimentales obtenidos.
Se aplicé la prueba no paramétrica Krwskall Wallis para el procesamiento de los
datos obtenidos en la evaluacion del efecto de 2,4-D en la induccion y formacién
de callo. Para el resto de los experimentos, los datos fueron procesados
estadisticamente mediante un analisis de varianza de clasificacion simple y la
diferencia entre los tratamientos se determind con la aplicacion de la prueba de
rangos multiples de Duncan. El paquete estadistico empleado en el procesamiento

de todos los datos fue SPSS version 13.0.
3.1. Induccién y formacion de callo en Swietenia mahagoni (L.)Jacq
3.1.1. Efecto de 2,4-D y la kinetina en la induccion y formacion de callo.

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de la combinacién auxina-
citoquinina en la induccion de la embriogénesis somética indirecta,

especificamente en la induccion y formacion de callo. Se empled como explante



inicial secciones de cotiledones, las cuales se colocaron en un medio de cultivo
compuesto por las sales MS suplementado con 200.0 mg.L* de L-glutamina, 1.0
mg.L™? de tiamina, 1.0 mg.L™* de acido nicotinico, 1.0 mg.L? de piridoxina, 100.0
mg.L* de caseina hidrolizada, 40.0 g.L* de sacarosa y gelificado con 2.5 g.L* de
Gelrite (SIGMA). Se estudiaron tres concentraciones de 2,4-D (2.0, 4.0 y 6.0

mg.L™?) combinado con 1.0 mg.L™ de kinetina.

Se colocaron cuatro secciones cotiledonares por frasco de cultivo. Cada
tratamiento estuvo compuesto por 25 réplicas. Se empleé un disefio
completamente aleatorizado y el experimento se realizé dos veces en el tiempo. Se
realizaron observaciones semanales para determinar el inicio de la formacion de
callos hasta su presencia en la mayoria de los explantes. A las ocho semanas se

evaluo el namero de explantes que formaron callos.

3.2. Formacion y diferenciacion de embriones somaticos de Swietenia

mahagoni (L.) Jacq.

3.2.1. Influencia del 6-Bencilaminopurina (6-BAP) en la formacion y

diferenciacion de embriones somaticos.

Este experimento se realizd con el objetivo evaluar diferentes concentraciones de
6-BAP en el proceso de formacion y diferenciacion de embriones somaticos. Se
estudiaron diferentes concentraciones de 6-BAP (2.0, 4.0 y 6.0 mg.Lt) y un

control (Medio de cultivo sin reguladores de crecimiento). Se tomaron los callos



formados en el mejor tratamiento del acapite 3.1. El medio de cultivo estuvo
constituido por sales MS, al que se le adicionaron 5.0 mg.L™ de tiamina, 1.0 mg.L-
! de &cido nicotinico, 1.0 mg.L ' de piridoxina, 200.0 mg.L * de L-glutamina,
50.0 mg.L * de cisteina, 100.0 mg.L* de mio-inositol, 30.0 g.L* de sacarosa y 2.5

g.L! de Gelrite (SIGMA).

Cada tratamiento estuvo compuesto por diez réplicas. Se colocaron cuatro callos
por frasco de cultivo. El disefio experimental fue completamente aleatorizado. Las
observaciones se realizaron cada 15 dias para detectar la aparicion de
embriogénesis somatica indirecta. Transcurridas diez semanas de cultivo se evaluo

el experimento.
Las variables evaluadas fueron:

- Numero de callos con embriones somaticos

-NUmero de callos con ESAF
- NUumero de callos con ESBF

- NUmero total de embriones somaticos por callo con ESBF vy clasificacién por

etapa de desarrollo



3.4. Maduraciéon y germinacion de los embriones somaticos Swietenia

mahagoni (L.) Jacq.

Efecto de diferentes concentraciones de 6-BAP en la germinacion de los

embriones somaticos.

El objetivo de este experimento fue evaluar la influencia del 6-BAP en la
germinacion de embriones somaticos. Se emplearon embriones somaticos en etapa
cotiledonal procedentes de la fase de formacion y diferenciacion; estos fueron
transferidos a un medio de cultivo de germinacion constituido por la mitad de las
sales MS y suplementado con 500.0 mg.L? de L- glutamina, 20.0 g.L? de

sacarosa 'y 2.5 g. L de Gelrite (SIGMA).

Se estudiaron diferentes concentraciones de 6-BAP (0.125, 0.25y 0.50 mg.L?) y
un control sin reguladores de crecimiento. Para cada tratamiento se emplearon diez
réplicas (frascos de cultivo) y cada réplica con cinco embriones somaticos. Se

evaluaron a los 30 dias de cultivo las siguientes variables:

Embriones somaticos con germinacion total

Embriones somaéticos con germinacion parcial

Embriones somaéticos con sintomas de hiperhidricidad

Embriogénesis somatica secundaria



Efecto de diferentes concentraciones de sorbitol en la maduracion y

germinacion de embriones somaticos.

El objetivo de este experimento fue evaluar la necesidad de una fase de
maduracién previa para incrementar el porcentaje de germinacion de los
embriones somaticos. Primeramente se colocaron embriones somaticos en etapa
cotiledonal en un medio de maduracion, el cual estaba constituido por la mitad de
las sales MS, 500 mg.L* de L-glutamina, 30.0 g.L sacarosa, 2.5 g.L* de Gelrite
(SIGMA). Cada tratamiento cont6 con ocho réplicas y cinco embriones somaticos
por frasco. Se evaluaron tres concentraciones de sorbitol (20.0, 40.0 y 60.0 g. L™?).
A los 30 dias de cultivo, se colocaron los embriones somaticos en el mejor medio
de cultivo de germinacion del experimento anterior y en un control sin reguladores
del crecimiento. ElI medio de cultivo estuvo constituido por la mitad de las sales
MS, vitaminas MS 10 ml.L* y 20.0 g.L?! de sacarosa. Ademas se evalué la

germinacion embriones sin madurar en el mejor tratamiento del acapite anterior.
Se evaluaron a los 30 dias de cultivo las siguientes variables:

Embriones somaéticos con germinacion total

Embriones somaéticos con germinacion parcial

Embriones somaéticos con sintomas de hiperhidricidad

Embriogénesis somatica secundaria



4.1. Induccion y formacion de callo en Swietenia mahagoni (L.) Jacq
4.1.1. Efecto de 2,4-D y la kinetina en la induccién y formacion de callo.

Durante la fase de induccién y formacién de callos, se observé que a los 15 dias de
cultivo, los explantes manifestaron cambios morfolégicos. En los bordes
seccionados de los cotiledones se observd un engrosamiento y la presencia de

pequefias callosidades (Figura 1).

Figura 1. Seccion cotiledonal de Swietenia mahagoni (L.) Jacq. con presencia de
callosidad en los bordes seccionados a los 15 dias de cultivo.

En la cuarta semana de cultivo se observo la presencia de callo en los bordes de los
explantes y en la octava semana de cultivo los callos habian cubierto la totalidad de
la superficie del explante. La mayoria de los callos formados mostraron cambios en
su apariencia y coloracion durante el tiempo de cultivo. Al comienzo, los callos,
poseian una coloracion blanca que durante el transcurso del tiempo de cultivo se
modific6. A la octava semana de cultivo, los callos presentaban una coloracion
pardo oscura, apariencia no acuosa y caracteristicas nodulares. Estas caracteristicas

de los callos se observo en todos los tratamientos evaluados (Figura 2).



Figura 2. Callo de Swietenia mahagoni (L.) Jacg. formado a partir de una seccion
cotiledonal a las ocho semanas de cultivo.

Los resultados obtenidos muestran un incremento en la respuesta morfogénica de
los explantes en cuanto a la formacion de callo, lo cual estuvo relacionado con el
aumento de la concentracién de 2,4-D por tratamiento. EI mayor ndmero de
explantes con callos se presentd en el tratamiento con 6.0 mg.L? de 2,4-D y 1.0
mg.Lde Kinetina con diferencias significativas con los otros tratamientos (2.0 y
4.0 mg.L! de 2,4-D) (Tablal).

Tabla 1. Efecto de diferentes combinaciones de 2,4-D y kinetina en la formacion de

callo a partir de secciones cotiledonales en Swietenia Mahagoni (L.) Jacg. a las
ocho semanas de cultivo.

. No. explantes con Porcentaje
ULl callos /frasco (%)
2.0 mg.I"*2,4-D + 1.0 mg.L! Kinetina 3.32b 66.82
4.0 mg.I" 2,4-D + 1.0 mg.L ! Kinetina 358D 79.51
6.0 mg.I"t 2,4-D + 1.0 mg.L™! Kinetina 401 a 95.30

Rangos medios con letras desiguales en una misma columna difieren estadisiticaente
segun la prueba de Kruscall Wallis

Similares resultados fueron obtenidos por Collado (2006), el cual obtuvo los
mayores numeros de explantes con callo en Swietenia macrophylla con las
concentraciones de 4.0 y 6.0 mg.L? de 2,4-D combinadas con 1.0 mg.L? de

kinetina. Mientras que, Cruz da Rocha y Quoirin (2004) al estudiar el efecto y



concentracion de diferentes reguladores del crecimiento en la induccion y
formacion de callos, a partir de segmentos de hojas y raices de Swietenia
macrophylla, obtuvieron mejores resultados al combinar ANA con 6-BAP y no al
emplear esta auxina con kinetina en el medio de cultivo. Medina y Sotolongo
(2004) lograron un mayor nimero de explantes con callos en el hibrido de caoba
(Swietenia macrophylla king X Swietenia mahagoni (L.)Jacg.) a partir de foliolos
de rebrotes, cuando adicionaron al medio de cultivo los reguladores del crecimiento
2,4-D, AIB vy Kinetina. Abdul et al. (2005) obtuvieron formacion de callos en la
especie Gossypiun Spp. en un medio de cultivo suplementado con 0.1 mg.L de 2,4-
Dy 0.5 mg.L? de kinetina.

Con los resultados obtenidos se demostré que a una concentracion de 6.0 mg.L*
de 2,4D y 1.0 mg.L* de Kinetina se obtuvieron los mejores resultados en cuanto a

formacion de callos en Swietenia mahagoni a partir de secciones cotiledonales.

4.2. Formacion y diferenciacion de embriones somaticos de Swietenia mahagoni

(L.) Jacq.

4.2.1. Influencia del 6-Bencilaminopurina (6-BAP) en la formacion y

diferenciacion de embriones somaticos.

A los 28 dias de cultivo, en los callos colocados en el medio de cultivo para la
formacion y diferenciacion de los embriones somaéticos, se observo en los
diferentes tratamientos la presencia de estructuras embriogénicas de color blanco-

amarillenta (Figura 3).



Figura 3. Callo con estructuras embriogénica de Swietenia mahagoni (L.) Jacg. a
los 28 dias de cultivo.

Posteriormente se evidencio la presencia de embriogénesis somética de alta y baja
frecuencia en los callos. El desarrollo de ambas embriogénesis somaticas pudo
observarse sobre un mismo callo o en callos diferentes.

Con respecto al numero de callos con embriogénesis somaética, se determind que el
mejor tratamiento fue donde se aplico al medio de cultivo con una concentracion de
4.0 mg.L! de 6-BAP, esta variante manifestd diferencias significativas con el resto
de los tratamientos (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de diferentes concentraciones de 6-BAP en el desarrollo de la

embriogénesis somaética indirecta de Swietenia mahagoni (L.) Jacq. a las nueve
semanas de cultivo

Tratamientos No. explantes con Porcentaje
embriogénesis somética/frasco (%)
Control 10c 25.0
2.0 mg.L! 6-BAP 2.1hc 52.5
4.0 mg.L* 6-BAP 36a 90.0
6.0 mg.L! 6-BAP 2.3Db 57.0
E.E. +0.17

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren estadisticamente para
(p<0.05) segun las pruebas de Duncan.

La embriogénesis somatica de baja frecuencia en los explantes se caracterizo por

ser asincronica; los embriones somaticos se encontraban en diferentes etapas de



desarrollo (globular, torpedo y cotiledonal) (Figura 4A). Los explantes con

embriogénesis somatica de alta frecuencia presentaron proembriones o embriones

somaticos en etapa globular (Figura 4B).

Figura 4. Callo de Swietenia mahagoni (L.) Jacg.con ESBF (A) y ESAF (B) alos 42

dias de cultivo.

El tratamiento con 4.0 mg.L? de 6-BAP result6 ser también la variante donde se

obtuvieron el mayor ndmero de callos con ESAF y ESBF siendo diferente

significativamente con el resto de los tratamientos (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de diferentes concentraciones de 6-BAP en el desarrollo de la
embriogénesis somatica indirecta de alta y baja frecuencia de Swietenia mahagoni

(L.)Jacq. a las nueve semanas de cultivo

_ CalloconESAF |  Callocon ESBF

Tratamientos No. de Porcentaje No. de Porcentaje
callo/frasco (%) callo/frasco (%)
Control 04c 10.0 08¢c 20.0
2.0 mg.L! 6-BAP 0.7Db 175 19b 47.0
4.0 mg.L?! 6-BAP 22a 55.0 3.7a 92.0
6.0 mg.L! 6-BAP 15b 37.0 20b 50.0
+EE +0.11 +0.14

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren estadisticamente para
(p<0.05) segun la prueba de Duncan.

Al comparar los resultados se encontr6 que el 6-BAP a las concentraciones

empleadas estimulé la embriogénesis somatica indirecta, tanto de baja como de alta

frecuencia (Figura 5); aunque este proceso también se manifest sin el efecto



inductor de este regulador del crecimiento o sea se observo en el control sin

reguladores del crecimiento.

Figura 5. Embriogénesis somatica indirecta de baja y alta frecuencia observada en
callo de Swietenia mahagoni (L.)Jacq (100x)

Autores como Collado (2006), Giagnacovo et al. (2001) y Salvi et al. (2001) han
empleado el 6-BAP en la formacion y diferenciacion de embriones somaticos a
partir de callos en las especies Swietenia Macrophylla, Azadirachta excelsa y
Azadirachta indica respectivamente. Los resultados obtenidos fueron similares a la
de estos autores, aunque lograron el desarrollo de embriones somaticos al utilizar
como regulador del crecimiento el 6-BAP; sin embargo, estos autores lograron un
mayor nimero de embriones somaticos con una concentraciéon de 1.0 mg.L? 6-
BAP. Segun Sharma et al. (2005) el efecto de las citoquininas en la induccion y
desarrollo de embriones somaéticos puede depender del genotipo y la presencia o

ausencia de otros reguladores del crecimiento.



Se observé que el mayor nimero de embriones somaticos en los callos con ESBF
se manifestd en la variante con 4.0 mg.L* de 6-BAP, la cual mostré diferencias
significativas con respecto a los demas tratamientos (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto de diferentes concentraciones de 6-BAP sobre el numero de

embriones somaticos por callos de Swietenia mahagoni (L.)Jacg. a las nueve
semanas de cultivo.

Tratamientos No. Embriones somaticos /callos con
ESBF
Control 10.0d
2.0 mg.L* 6-BAP 220¢c
4.0 mg.L! 6-BAP 36.7 a
6.0 mg.L"! 6-BAP 27.1b
+ E.E. +0.43

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren estadisticamente para
(p<0.05) segun las pruebas de Duncan.

De los embriones somaticos formados en los callos con ESBF, fue también en el
tratamiento con 4.0 mg.L? de 6-BAP donde se mostré los mayores valores en
cuanto a nimero de embriones somaticos en etapa globular, torpedo y cotiledonal,
con diferencias respecto al resto de las variantes (Tabla 5). Los embriones
somaticos pudieron ser individualizados del callo con facilidad (Figura 6).

Tabla 5. Efecto de diferentes concentraciones de 6-BAP sobre nimero de embriones

somaticos de Swietenia mahagoni (L.)Jacq en diferentes etapas de desarrollo
formados en callos con ESBF.

Tratamientos

No.ES/Callo No.ES/Callo No.ES/Callo
Control 3.4d 19¢c 47d
2.0 mg.L* 6-BAP 69c 40b 111c
4.0 mg.L! 6-BAP 12.7 a 5.7a 183 a
6.0 mg.L'1 6-BAP 10.2b 54a 115b
E.E +0.19 +0.16 +0.25

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren estadisticamente para
(p<0.05) segun las pruebas de Duncan.



Figura 6. Embriones somatico de Swietenia mahagoni (L.)Jacq en diferentes

etapas de desarrollo (A. Etapa Globular, B. Etapa de Torpedo, C. Etapa
Cotiledonal).
Similares resultados se ha observado otras especies lefiosas como en Mangifera
indica L. cv. Amrapali. En esta especie, un aumento en la concentracion de 6-BAP
en el medio de cultivo se correspondio con incrementos significativos en la
produccion de embriones somaticos, asi como también en el nimero de los
embriones somaticos que pasaron de la etapa globular a torpedo (Laxmi et al.,
1999).

De acuerdo a los resultados obtenidos se determino que el 6-BAP estimuld la
formacion y diferenciacion de embriones somaticos a partir de callos de Swietenia
mahagoni. Con una concentracion de este regulador del crecimiento de 4.0 mg.L™*
se produce la aparicion de callos con embriogénesis somaticas tanto de alta
frecuencia como de baja frecuencia, asi como el nimero y desarrollo de los

embriones somaticos en los callos con embriogénesis somatica de baja frecuencia.



4.4. Maduracion y germinacion de los embriones somaticos Swietenia

mahagoni (L.) Jacq.

Efecto de diferentes concentraciones de 6-BAP en la germinacion de los

embriones somaticos.

Los resultados obtenidos indican que el mejor tratamiento en la germinacion
completa y parcial de los embriones somaticos se observo cuando se aplico al
medio de cultivo 0.25 mg.L? de 6-BAP, esta variante presenté diferencias
significativas con respecto a los demés tratamientos tanto para la germinacion
completa como la parcial (Tabla 5). Aunque la supervivencia de los embriones
somaticos no fue afectada en ninguno de los tratamientos evaluados.

Tabla 5. Efecto de diferentes concentraciones de 6-BAP en la germinacion de
embriones somaticos de Swietenia mahagoni (L.) Jacq a los 30 dias de cultivo

Tratamientos

No.de Porcentaje No.de Porcentaje
ES/frasco (%) ES/frasco (%)
Control 02D 4.0 040D 8.0
0.125 mg.L 6- BAP 04b 8.0 05D 11.0
0.25mg.L* 6- BAP 11la 22.0 14a 29.0
0.50 mg.L! 6-BAP 0.1b 2.0 0.7Db 14.0
E.E +0.08 +0.11

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren estadisticamente para
(p<0.05) segun las pruebas de Duncan.

Se observo, que el 6-BAP a una concentracién de 0.25 mg.L? estimul tanto la
germinacion completa como la parcial. Estos resultados coinciden con lo planteado
por Barbon et al. (2002), Vilchez et al. (2004), von Arnold et al. (2002) y Sharma
et al. (2005), estos autores definieron que la adicion del 6-BAP al medio de cultivo

incrementa la germinacion de los embriones somaticos.



Un fendmeno observado en los diferentes tratamientos fue la aparicion de
embriones somaticos con sintomas de hiperhidricidad. Los embriones somaticos
hiperhidricos mostraron un aspecto traslucido, fueron poco resistentes a la
manipulacion y las hojas cotiledonales y raices presentaban engrosamiento, algo
deformadas y de apariencia vitrea.

Al comparar los resultados se observo un mayor numero de embriones somaticos
hiperhidricos en las variantes con 0.25 mg.L? y 0.50 mg.L? de 6-BAP, con
diferencias significativas con respecto al control (Tabla 6).

Autores como Franck et al. (2004), Kevers et al. (2003) y Saher et al. (2003)
definieron que una de las posibles causas de la hiperhidricidad podria ser un inusual
tratamiento con reguladores del crecimiento, principalmente altas concentraciones
de citoquinina.

En todos los tratamientos evaluados se observaron embriones somaticos con
embriogénesis somatica secundaria. Los tratamientos con 0.25 mg.L* y 0.50 mg.L™
de 6-BAP mostraron el mayor nimero de embriones somaticos con embriogénesis
secundaria, con diferencias significativas con el resto de las variantes (Tabla 6).

Tabla 6. NUmero de embriones somaticos que desarrollaron sintomas de
hiperhidricidad y embriogénesis secundaria en Swietenia mahagoni (L.) Jacg.

Tratamientos No.de Porcentaje No.de Porcentaje
ES/frasco (%) ES/frasco (%)
Control 18b 36.0 0.7b 14.0
0.125 mg.L6- BAP 25ab 50.0 05b 10.0
0.25 mg.L* 6- BAP 40a 80.0 19a 38.0
0.50 mg.L* 6- BAP 4.4 a 88.0 18a 30.0
E.E +0.25 +0.16

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren estadisticamente para
(p<0.05) segun las pruebas de Duncan.



Un comportamiento similar fue observado en embriones somaticos de Swietenia
macrophylla por Collado (2006), donde los embriones somaticos en contacto con
6-BAP se multiplicaron e incrementaron los valores de embriogénesis secundaria a
medida que hubo un incremento en la concentracion de este regulador del
crecimiento. Da silva et al. (2005) obtuvieron el mayor numero de embriones
somaticos con embriogénesis secundaria cuando cultivaron en medio de cultivo
liqguido embriones sométicos de Coffea arabica cv. Catimor suplementado con 26.6
UM de 6-BAP. Segun Parrott (2002) existen especies donde la embriogénesis
secundaria o repetitiva pudiera ocurrir en ausencia de toda auxina externa y que
este ciclo puede ser dificil de romper. También sefialan que los embriones
somaticos estdn formados por ceélulas embriogénicas predeterminadas que al
ponerse en contacto con una citoquinina, pueden dividirse de forma independiente

y formar otros embriones somaticos.

Efecto de diferentes concentraciones de sorbitol en la maduracion y germinacion

de embriones somaticos.

Los resultados obtenidos muestraron un incremento significativo del nimero de
embriones somaticos con germinacion total y parcial procedentes de tratamientos
de maduracion con 4.0% y 6.0 % de sorbitol en relacion al control y a los
embriones somaticos madurados con 2.0% de sorbitol. EI mayor porcentaje de
germinacion completa y parcial con diferencias significativas al resto de los

tratamientos se observo cuando embriones somaticos madurados con 4.0% y 6.0 %



de sorbitol fueron germinados en un medio de cultivo suplementado con 0.25 mg.L"
1 de 6-BAP (Tabla 7 y Figura 7).

Tabla 7. Efecto de diferentes concentraciones de sorbitol en la germinacion
completa y parcial de los embriones somaticos de Swietenia mahagoni (L.) Jacq.

ULGIETUINER No.ES/frasco | Porcentaje (%) |No.ES/frasco |Porcentaje (%)
A 10c 20.0 11d 22.0
B 0.8c¢c 16.0 1l2c 24.0
C 36a 72.0 27a 54.0
D 34a 68.0 30a 60.0
E 10c 20.0 09d 18.0
F 19D 38.0 200D 40.0
G 2.3Db 46.0 21D 42.0
+EE +0.09 +0.11

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren estadisticamente para
(p<0.05) segun las pruebas de Duncan.
Tratamientos:

A- Control 0.25 mg.L* 6-BAP

B- Maduracion con 2.0% Sorbitol y germinacion en 0.25 mg.L* 6-BAP

C- Maduracién con 4.0% Sorbitol y germinacion en 0.25 mg.L ! 6-BAP

D- Maduracién con 6.0% Sorbitol y germinacién en 0.25 mg.L™ 6-BAP

E- Maduracion con 2.0% Sorbitol

F- Maduracion con 4.0% Sorbitol
G- Maduracion con 6.0% Sorbitol

Figura 7. Embriones somaticos con germinacion completa y parcial de Swietenia
mahagoni (L.) Jacg. a los 30 dias de cultivo en medio de cultivo de germinacién.

Con los resultados obtenidos se demostré que el cultivo de embriones somaticos en
un medio de cultivo para la maduracion con 4.0% y 6.0 % de sorbitol es necesario

para incrementar el nimero de embriones somaticos germinados en la especie



Swietenia mahagoni. En cuanto al empleo del 6-BAP en la germinacion se
demostro que su adicion al medio de cultivo incrementa significativamente los
porcentajes de germinacion completa y parcial de los embriones somaticos de la
especie Swietenia mahagoni

Autores como Collado et al. (2007) obtuvieron en la germinacion de embriones
somaticos de Swietenia macrophylla resultados similares a los presentados; pero
utilizaron la sacarosa como agente osmotico en el medio de cultivo. Estos autores
estudiaron un rango de un 2.0 - 8.0%, y obtuvieron el mejor resultado con un 6.0 %
de sacarosa. Garcia et al. (2001) sefialaron que el uso del manitol en la maduracion
resulto tener una eficiencia similar a la sacarosa para la germinacion de embriones
somaticos de la especie Olea europaea.

Ha sido reportado por otros autores la aplicacion del 6-BAP en la germinacion de
embriones somaticos. Capuana et al. (2007), lograron una mejor germinacion de
embriones somaticos con emision del hipocotilo y abertura completa de los
cotiledones cuando suplementaron el medio de cultivo con 0.44 uM de 6-BAP en
la especie Fraxinus excelsior (L.). Similar comportamiento observaron Vilchez et
al. (2001), estos autores lograron en embriones somaticos de Psidium guajava L.
un 82.0% de germinacion con el empleo de 6-BAP combinado con un analogo del
brasinoesteroides (Biobras 6) en concentraciones de 0.25 mg.L* y 10.0 mg.L*
respectivamente, bajo condiciones de luz solar. Sin embargo Collado et al. (2006)
sefialaron que para Swietenia macrophylla un aumento de las concentraciones de 6-

BAP en el medio de cultivo afectaron negativamente la germinacion de los



embriones somaticos y sus mejores resultados lo obtuvieron en un medio de cultivo
sin reguladores del crecimiento.

En cuanto a la expresion de sintomas de hiperhidricidad el tratamiento con 0.25
mg.Lt 6-BAP con embriones somaticos sin madurar expresd diferencias
significativas con el resto de los tratamientos (Tabla 8). Por lo que se podria
concluir que la maduracion de los embriones somaticos previo a la germinacion los
hace menos susceptibles a manifestar sintomas de hiperhidricidad.

Con respecto a la embriogénesis secundaria el mayor valor se presentd cuando
embriones somaticos fueron colocados a germinar en un medio de cultivo con 0,25
mg.L? de 6-BAP sin previa maduracién, este tratamiento mostrd diferencias
significativas con las demés variantes (Tabla 8 y Figura 8). Una menor
embriogénesis secundaria, con diferencias significativas al resto de los
tratamientos, se observo en los embriones somaticos madurados en 4.0% y 6.0% de
sorbitol y posteriormente germinados en un medio de cultivo sin adicion de 6-BAP.
Tabla 8 .Efecto de diferentes concentraciones de sorbitol en la expresion de

sintomas de hiperhidricidad y la embriogénesis secundaria de los embriones
somaticos de Swietenia mahagoni (L.)Jacg. a los 30 dias de cultivo

Tratamientos

No.ES/frasco | Porcentaje (%) | No.ES/frasco |Porcentaje (%)
A 40a 80.0 15a 30.0
B 26D 52.0 04b 8.0
C 13c 26.0 04b 8.0
D 13c 26.0 0.2 bc 4.0
E l4c 28.0 0.3 bc 6.0
F 04c 8.0 0.1lc 2.0
G 02c 4.0 0.lc 2.0
+EE +0.14 +0.08

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren estadisticamente para
(p<0.05) segun las pruebas de Duncan.

Tratamientos:
A- Control 0.25 mg.L? 6-BAP
B- Maduracion con 2.0% Sorbitol y germinacion en 0.25 mg.L 6-BAP




C- Maduracién con 4.0% Sorbitol y germinacioén en 0.25 mg.L* 6-BAP
D- Maduracién con 6.0% Sorbitol y germinacién en 0.25 mg.L™ 6-BAP
E- Maduracién con 2.0% Sorbitol
F- Maduracién con 4.0% Sorbitol
G- Maduracion con 6.0% Sorbitol

Figura 8. Embriones somaticos germinados y con embriogénesis somatica
secundaria de Swietenia mahagoni (L.)Jacq. a los 30 dias de cultivo

Estos resultados nos demuestraron que los embriones somaticos madurados a altas
concentraciones de sorbitol alcanzaron etapas superiores de desarrollo y que la
adicién de 6-BAP al medio de cultivo para la germinacién incrementé la expresion
de la embriogénesis secundaria.

Resultados similares se obtuvieron en la germinacion de embriones somaticos de la
especie Swietenia macrophylla, donde los menores valores embriogénesis
secundaria lo manifestaron embriones somaticos con maduracion previa a la
germinacion en medio de cultivo con 6.0 y 8.0% de sacarosa. Un comportamiento
similar fue reportado para la especie lefiosa Quercus robur L(Cuenca et al. (1999)
y Zegzouti et al. (2001), mencionaron que con el aumento del estado de madurez de
los embriones somaticos, hubo una disminucion de la embriogénesis somatica

secundaria.



5. Conclusiones

- Se obtuvo el mayor porcentaje de formacion de callo (95.30%) a partir de secciones
cotiledonales al emplearse una concentracion de 6.0 mg.L™ de 2,4-D combinado con 1.0
mg.L* de Kinetina en el medio de cultivo.

- Se logr6é una mayor formacion y diferenciacion de embriones somaticos (36.7%) con
una concentraciéon de 4.0 mg.L* de 6-BAP, con la cual se obtuvieron los mayores
porcentajes (55.0% y 92.0%) de ESAF y ESBF, asi como el mayor nimero de embriones
somaticos en etapa globular, torpedo y cotiledonal.

-Es necesaria una fase de maduracion con 4.0% y 6.0% de sorbitol para incrementar el
porcentaje de germinacion de los embriones somaticos.

-Los mayores porcentajes de germinacion completa (72.0% y 82.8%) y parcial (54.0% y
60.0%) se lograron en un medio de cultivo suplementado con 0.25mg.L de 6-BAP, con

embriones somaticos madurados en medio de cultivo con 4.0% y 6.0% de sorbitol.



Recomendaciones

6. Recomendaciones

- Evaluar otras concentraciones de 2,4-D para la fase de induccién y formacion de
callé.
- Estudiar otros tipos de explantes inicial para el proceso de embriogénesis
somatica.
- Estudio de la fase de conversion de los embriones somaticos germinados.

- Realizar estudios basicos del proceso de embriogénesis somatica.
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