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“¢Entonces, qué es lo que es el tiempo?. Si nadie me pregunta, yo sé;
si tengo que explicarlo a alguien que me ha preguntado,

no sé.”

San Agustin, filésofo cristiano
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2.4-D Acido 2,4-dicloroacético
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ANA Acido naftalenacético

BAP 6-Benzilaminopurina

cm Centimetro(s)

CaCl, Cloruro de Calcio

KH2PO4 Dihidrogenofosfato de potasio
CO- Diéxido de carbono
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g gramo(s)

g.L? Gramo(s) por litro

NaOH Hidréxido de sodio

IS INCASoy

INCA Instituto Nacional de Ciencias Agricolas
m Metro(s)

ML Microlitros

gm Micrémetro

mg Miligramo(s)

mg.L? Miligramo(s) por litro

mL Mililitro(s)

mm Milimetro(s)

M Molar

NH4NO3 Nitrato de amonio

KNO3 Nitrato de potasio

rpm revoluciones por minuto

MS Sales basales Murashige y Skoog, 1962
S Segundos

(NH4)2S04 Sulfato de amonio
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Introduccion

1 INTRODUCCION

La soya [Glycine max (L.) Merril] es uno de los cultivos mas importantes del mundo
por el alto contenido de proteina y de aceite en sus semillas, potencialmente Utiles
para emplearlas con fines alimentarios o industriales (Nishizawa e Ishimoto, 2009;

FAO, 2009).

Debido a la importancia econémica del cultivo, los esfuerzos en las investigaciones
se han orientado al mejoramiento de las variedades con el fin de incrementar la
calidad de las semillas, su adaptacion a las condiciones edafoclimaticas adversas,
su resistencia a plagas y enfermedades y la tolerancia a la aplicacion de herbicidas
(Yang et al., 2009). En tal sentido, a nivel mundial se emplean tanto métodos
tradicionales como herramientas biotecnolégicas para el mejoramiento genético

(Finer et al., 1998; Schmidt et al., 2008).

En Cuba, se emplean métodos de mejoramiento tales como mutaciones inducidas
e hibridacion natural para la obtencion de nuevos genotipos de soya, entre los
cuales se encuentran Incasoy-1, Incasoy-24, Incasoy-27 e Incasoy-35 (Ortiz et al.,
2000; Ponce et al., 2005).

La transformacion genética como via de mejoramiento de este cultivo, cobra cada
dia mayor relevancia y su éxito se relaciona directamente con la eficiencia del
sistema de regeneracién empleado para la obtencién de plantas transformadas.
Dentro de los sistemas de regeneracion de plantas conocidos, la embriogénesis
somatica ha sido uno de los mas empleados en soya (Parrott et al., 1989; Ko et al.,

2004; Schmidt et al., 2005), debido a que las plantas obtenidas por esta via son
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mas uniformes genéticamente y a que mediante el establecimiento de cultivos
embriogénicos proliferativos se puede obtener un alto volumen de material (Util
como blanco para la transformacion (Parrot et al., 1989; Meng et al., 2007; Kita et
al., 2007).

No obstante, uno de los factores limitantes para la regeneracion de plantas por
esta via, es su condicién genotipo-dependiente (Parrott et al., 1989; Hiraga et al.,
2007), lo cual impide el empleo directo de los protocolos ya existentes.
Adicionalmente, se requieren concentraciones relativamente altas de auxina,
especialmente 2,4-D, en las fases de formacion y proliferacion de embriones
somaticos, lo cual unido al tiempo de exposicion de los explantes a estas altas
concentraciones, disminuyen la calidad de los embriones somaticos y en
consecuencia, su capacidad de regeneracion (Christianson et al., 1983; Ranch et

al., 1986; Song et al., 2009; Loganathan et al., 2010).

De esta manera, la identificacion de genotipos apropiados para la embriogénesis
somatica, asi como el conocimiento de su interaccion con los factores fisico-
quimicos que la determinan resulta de gran importancia.

Teniendo en cuenta la problematica planteada anteriormente se formuld la
siguiente hipétesis de trabajo:

“La determinacion de la orientacion y el tamafio del explante inicial, la
concentracion de 2,4-D y las condiciones de iluminacion adecuadas para inducir la
respuesta embriogénica permitira lograr la formacién y proliferacion de embriones

somaticos en los genotipos cubanos de soya”
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Con el fin de lograr la hipotesis anteriormente planteada, se trazaron los siguientes
objetivos:

- Definir la orientacion y el tamafio del explante y la concentracion de 2,4-D en la
formacion de embriones somaticos en genotipos cubanos de soya.

- Establecer las condiciones de iluminacion para la formacion de embriones
somaticos en genotipos cubanos de soya.

- Determinar el efecto del medio de cultivo en la proliferacion de embriones

somaticos en genotipos cubanos de soya.
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3 MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizd en el Laboratorio de Mejora Genética del
Instituto de Biotecnologia de las Plantas (IBP), de la Universidad Central “Marta
Abreu” de Las Villas, Santa Clara, durante el periodo comprendido entre abril del

2009 y mayo del 2010.

Técnicas y procedimientos generales

Los medios y los frascos de cultivo utilizados en la investigacion fueron
esterilizados en autoclave (BK-75) a 121°C y 1,2 kg.cm? de presion, por un
periodo de 20 minutos. Los platos metélicos, pipetas y placas de Petri, fueron
esterilizados en estufa a 180°C durante dos horas. La desinfeccion de las pinzas,
espatulas y bisturies empleados para los cortes realizados al material vegetal se
realiz6 con un esterilizador modelo DENT-EQ. Para los experimentos con medio de
cultivo liquido se emplearon pipetas de vidrio cortas de 5y 10 mL de volumen y un
dosificador de marca PIPETBOT (TECNOMARA). El establecimiento de los
experimentos se realiz6 bajo condiciones estériles en camara de flujo laminar

horizontal modelo IKEM.

Los medios de cultivo semisélido se dosificaron en frascos de 250 mL a razén de
30 mL por frasco. Antes de su esterilizacion en autoclave se ajust6 el pH
empleando NaOH 0,5N y HCI 0,5N. La intensidad luminosa se midié durante el

transcurso de los experimentos con un luxémetro modelo 401025.
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Material vegetal

Se emplearon los genotipos cubanos de soya 1S-1, 1S24, IS27 e 1S35. Como
control se utilizo el genotipo de origen americano Williams-82, en consideracion a
gue se ha probado en los protocolos empleados como referencia en este estudio
(Bailey et al., 1993; Saymolov et al., 1998). Las semillas de todos los genotipos
fueron aportadas por el Instituto Nacional de Ciencias Agricolas de Cuba, INCA.
Las plantas donantes se cultivaron en bolsas de polietileno en casa de cultivo del
Instituto de Biotecnologia de las Plantas. El sustrato estuvo compuesto por 25% de
zeolita y 75% de materia organica. Se realizaron dos riegos al dia, cada uno con
una duracion de cinco minutos. Estas plantas fueron cultivadas durante las
temporadas de marzo-abril y agosto-octubre de 2009 y enero-febrero de 2010. El
tiempo transcurrido desde la antesis hasta que la semilla alcanzé la longitud
requerida en cada uno de los experimentos se determiné marcando, de manera
aleatoria y a partir del momento de la antesis, botones florales en varias plantas
dentro de cada genotipo. La longitud de la semilla se determiné midiendo su eje
plano con una escala milimetrada acoplada al ocular del microscopio estereoscopio

marca OLYMPUS.

Como explante para el inicio del proceso de la embriogénesis soméatica se
emplearon cotiledones inmaduros provenientes de semillas de vainas cosechadas
entre 12 y 15 dias después de la antesis. Las vainas se lavaron con una solucion
de agua y detergente comercial, luego se desinfectaron sumergiéndolas en alcohol

al 70% (v/v) durante 20 segundos, seguido de una segunda desinfeccién en una
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solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) al 3,0 % (v/v) y seis gotas de Tween-20
durante diez minutos. Al término de este tiempo, y en camara de flujo laminar, se
enjuagaron seis veces con agua estéril. Las semillas inmaduras fueron separadas
de las vainas y el extremo donde se encontraba el eje embrionario fue cortado y
descartado. Los dos cotiledones fueron obtenidos ejerciendo una presion suave en

el extremo contrario al corte (Lazzeri et al., 1985).
Analisis estadistico

Para el procesamiento de los datos se us6é el programa estadistico Statistic
Package for Social Science (SPSS) version 16,0 sobre Windows. En cada

experimento se especifica el analisis estadistico que se empled.
3.1 Formacién de embriones sométicos

3.1.1 Efecto de la orientacion del cotiledén inmaduro sobre el medio de

cultivo

El objetivo de este experimento fue determinar el efecto de la orientacion del
cotiledén inmaduro sobre el medio de cultivo en la formacién de embriones

somaticos de los genotipos cubanos de soya IS-24 e IS-35.

Cotiledones inmaduros de semillas entre 4,0 y 5,0 mm fueron colocados por el lado
abaxial y adaxial sobre el medio de cultivo semisélido para la induccion de los
embriones somaticos MSD40 (Bailey et al., 1993; Saymolov et al.,, 1998)
compuesto por sales MS (Murashige y Skoog, 1962), vitaminas B5 (Gamborg et
al., 1968), 3,0% de sacarosa y 40,0 mg.L* de acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D)

y 2,0 g.L! de Gelrite® (SIGMA). El pH se ajusté a 7,0 (Santarém et al., 1997) antes
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de la esterilizacién. En este experimento se establecieron dos tratamientos segun
la orientacion del cotiledon inmaduro en los dos genotipos cubanos y el control
(Williams-82), con disefio completo al azar. Cada tratamiento tuvo cinco réplicas,

cada una con cuatro explantes.

Los frascos fueron incubados en camaras de crecimiento con fotoperiodo 16/8
horas luz/oscuridad, temperatura 26+2°C e intensidad luminosa de 5-10 pE m? s

segun lo propuesto por Lazzeri et al. (1987a), provista por lamparas fluorescentes.

A los 30 dias de cultivo se evalud: el nimero de cotiledones inmaduros con
respuesta embriogénica y el numero de embriones somaticos formados por

cotiledén.

Se realiz6 una descripcion del proceso de formacién de los embriones soméaticos
respaldado por un andlisis histolégico. Para esto, se tomaron muestras de tejido de
los cotiledones inmaduros a los nueve y doce dias cultivo. Se fijaron en FAA
(formaldehido 37%, acido acético 100%, etanol 70%, en una proporcion 5:5:90).
Luego fueron deshidratados en un gradiente ascendente de etanol y embebidas en
cera de parafina. Posteriormente se realizaron cortes de 10 pm de espesor con un
micr6tomo rotatorio (Zeiss, Alemania), se fijaron en portaobjetos y se tifieron con
safranina al 0,5% y con fast green. Las secciones histolégicas de las diferentes
muestras se examinaron en microscopio Optico (AXIOSKOP) y las imagenes
fueron captadas con una camara digital (OLYMPUS DP70) acoplada al

microscopio.
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La comparaciéon de los datos relacionados con el numero de cotiledones
inmaduros con respuesta embriogénica y el nUmero de embriones somaticos por
cotiledén inmaduro, se realiz6 mediante la prueba no paramétrica de Mann-
Whitney previa comprobacion de los supuestos de normalidad y homogeneidad de

varianza.
3.1.2 Influencia de la longitud de las semillas

El objetivo de este experimento fue determinar el efecto de la longitud de semilla
en la formacién de embriones somaticos de los genotipos cubanos 1S-24 e IS-35 y
el control (Wililams-82). Para ello, se emplearon cotiledones inmaduros
provenientes de semillas de 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 y 6,0 mm de longitud. Los cotiledones
fueron colocados sobre el medio de cultivo MSD40 segun la orientacion en la cual
se logr6 el mayor nimero de embriones somaticos en dependencia del genotipo
de acuerdo a los resultados obtenidos en el acapite 3.1.1. En este experimento se
establecieron cinco tratamientos segun la longitud de la semilla y en cada genotipo
cubano y el control. Cada tratamiento tuvo cinco réplicas, cada una con cuatro

explantes, con disefio completamente al azar.

Los frascos fueron colocados en camaras de crecimiento con fotoperiodo 16/8
horas luz/oscuridad, temperatura 26+2°C e intensidad luminosa de 5-10 pE.m?. st

provista por lamparas fluorescentes.

A los 30 dias de cultivo se evalu6é el nimero de cotiledones inmaduros con
respuesta embriogénica y el niamero de embriones somaticos por cotiledon

inmaduro. La comparacion de los datos se realiz6 mediante una prueba no
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paramétrica de Kruskall Wallis previa comprobacion de los supuestos de

normalidad y homogeneidad de varianza.
3.1.3 Efecto de la concentracion del &cido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D)

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de diferentes
concentraciones del regulador de crecimiento 2,4-D en la formacién de embriones

somaticos en cuatro genotipos cubanos de soya IS-1, 1S-24, 1S-27 e 1S-35.

Como explante se emplearon cotiledones inmaduros con orientacién y longitud de
acuerdo con los resultados de los acéapites 3.1.1 y 3.1.2 respectivamente. Los
cotiledones se colocaron sobre el medio de cultivo compuesto por sales MS
(Murashige y Skoog, 1962), vitaminas B5 (Gamborg et al., 1968), 3,0% de
sacarosa, 2,0 g.L ! de Gelrite® (SIGMA), preparado a tres concentraciones de 2,4-
D (30, 40 y 50 mg.L!). El pH se ajustd a 7,0 antes de su esterilizaciéon. En este
experimento se establecieron tres tratamientos segun la concentracion de 2,4-D en
los genotipos cubanos y el control (Willams-82). Cada tratamiento estuvo
conformado por cinco réplicas cada una con cuatro explantes, con disefio
completamente al azar. Los frascos se colocaron en camaras de crecimiento en las

condiciones similares a las descritas en el acapite 3.1.1.

A los 30 dias después del establecimiento se evalué el nimero de embriones
somaticos por cotiledon. La comparacion de los datos se realizé mediante la
prueba no paramétrica de Kruskall Wallis previa comprobacién de los supuestos de

normalidad y homogeneidad de varianza.
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3.1.4 Influencia de la intensidad luminosa
3.1.4.1 Luz artificial

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de la intensidad de la luz en la
formacion de embriones somaticos en los genotipos I1S-1, 1S-24, 1S-27 e 1S-35.
Para ello, se emplearon cotiledones inmaduros con orientacién y longitud de
acuerdo a los acapites 3.1.1 y 3.1.2, colocados sobre medio de cultivo compuesto
por sales MS (Murashige y Skoog, 1962), vitaminas B5 (Gamborg et al., 1968), 3%
de sacarosa, 2,0 g.L! de Gelrite® (SIGMA), preparado con la concentraciéon de

2,4-D segun los resultados del acapite 3.1.3.

Los explantes se incubaron en camaras de crecimiento con fotoperiodo de 16/8
horas luz/oscuridad, temperatura 26£2°C con los siguientes valores de intensidad
luminosa: 5-10 pE.m?s! y 68,3-72,81 pE.m?2sl. Se establecieron dos
tratamientos por genotipo cubano y el control Williams-82. Cada tratamiento estuvo

conformado por cinco réplicas cada una con cuatro explantes.

Se evalud el numero de embriones sométicos en etapa globular, por cotiledon
inmaduro a los 15, 22 y 30 dias de cultivo se evalud. A los 22 se calculd el nimero
de embriones somaticos con respecto a los formados a los 30 dias. A los 22 y 30
dias se calculé el numero de cotiledones inmaduros con embriones soméaticos

diferenciados

Adicionalmente, a los 30 dias se evalué el grado de diferenciacion de los

embriones somaticos mediante un analisis histolégico. Para esto se tomaron
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muestras de tejido de los cotiledones inmaduros a los 22 y 30 dias del cultivo y se

prepararon segun lo establecido para este propdsito en el acépite 3.1.1.

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante la prueba no
paramétrica de Mann Whitney previa comprobacién de los supuestos de

normalidad y homogeneidad de varianza.
3.1.4.2 Luz solar

El objetivo de este experimento fue evaluar la influencia de la luz solar en la
formacion de embriones somaticos en los genotipos I1S-1, 1S-24, 1S-27 e 1S-35.
Para este propésito se emplearon cotiledones inmaduros con orientacion y longitud
de acuerdo a los acapites 3.1.1 y 3.1.2, colocados sobre medio de cultivo
compuesto por sales MS (Murashige y Skoog, 1962), vitaminas B5 (Gamborg et
al.,, 1968), 3,0% de sacarosa, 2,0 g.L* de Gelrite® (SIGMA), preparado con la

concentracion de 2,4-D segun los resultados del acpite 3.1.3.

Los frascos fueron colocados en camaras de crecimiento de luz solar con duracion
maxima y minima del periodo luminoso de 13h y 34 minutos y 10h y 41 minutos,
temperatura 26+2°C e intensidad luminosa entre 68-72 UE m? .sX. Como control
se empled la intensidad luminosa que favorecio la formacion del mayor namero de
embriones somaticos en los genotipos cubanos de soya, de acuerdo a los
resultados obtenidos en el acépite 3.1.4. El experimento se establecié con disefio
completo al azar Se realizaron cinco réplicas, por cada genotipo, cada una con
cuatro explantes. Se evalué el numero de embriones somaticos por cotiledon

inmaduro.
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La comparacién de los datos se realiz6 mediante la prueba no paramétrica de
Mann Whitney previa comprobacion de los supuestos de normalidad y

homogeneidad de varianza.

3.2 Proliferacién de embriones somaticos en medio de cultivo semisélido

MSD20 y en medio de cultivo liquido FNL

El objetivo de este experimento fue evaluar la respuesta de los genotipos cubanos
de soya IS-1 e I1S-27 en la proliferacion de embriones somaticos en los medios de
cultivo semisélido MSD20 (Wright et al., 1991) y liquido FNL (Samoylov et al.,
1998). Como explante se emplearon 100 mg de embriones somaticos en etapa
globular, obtenidos a las cuatro semanas de formados en el medio de cultivo con la

concentracion de 2,4-D, segun los resultados del acépite 3.1.3.

Para los tratamientos con medio de cultivo semisélido se utilizaron placas de Petri
de 9,0 cm de diametro que contenian 20,0 mL de medio de cultivo MSD20
compuesto por Sales MS (Murashige y Skoog, 1962), vitaminas B5 (Gamborg et
al.,, 1968), 3,0% de sacarosa y 20,0 mg.L* de 2,4-D y 2,0 g.L! de Gelrite®
(SIGMA). El pH fue ajustado a 5,8 antes de la esterilizacion.

Las placas fueron colocadas en camaras de crecimiento con fotoperiodo 16/8
horas luz/oscuridad, temperatura 26+2°C e intensidad luminosa de 5-10 pE.m? .s!
provista por ldmparas fluorescentes. Se establecieron cuatro placas por genotipo,

cada una considerada como una réplica.

Para los tratamientos con medio de cultivo liquido se utilizaron Erlenmeyers 25,0

mL con 4,0 mL de medio de cultivo FNL compuesto por sales macro FNL, sales
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micro MS (Murashige y Skoog, 1962), vitaminas B5 (Gamborg et al., 1968), 1,0%
sacarosa, 1,0 g.L? de asparagina, 5,0 mg.L* de 2,4-D. Las sales macro FNL
estuvieron compuestas por 2830 mg.Lt de KNOs, 463 mg.L* de (NH4)2SO4, 370
mL* de MgSQ04.7H20, 185 mg.L* de KH2PO4 y 300 mg.L* CaCl».2H20. El pH fue
ajustado a 5,8 antes de la esterilizacion. Se prepararon cuatro Erlenmeyers por
genotipo. Cada Erlenmeyer constituyd una réplica. Los Erlenmeyers fueron
colocados en un agitador orbital a 90 rpm, ubicado en camara de crecimiento con
fotoperiodo 16/8 horas luz/oscuridad, temperatura 26+2°C e intensidad luminosa
de 5-10 pE.m2 s, provista por lAmparas fluorescentes. Semanalmente, y durante

un mes, se procedio a renovar el 50% del medio de cultivo de cada Erlenmeyer.

Tanto en el medio de cultivo semisdlido como en el medio cultivo liquido se realiz6
la caracterizacion morfoldégica de los embriones somaticos obtenidos. Esta
caracterizacién se hizo con el empleo de un microscopio estereoscopio marca
LEYCA WILD M8y las fotos se tomaron con una camara digital (OLYMPUS DP70)
acoplada al microscopio. Se calcul6 el incremento de masa fresca (mg) de cada
réplica, con el empleo de una balanza analitica modelo SARTORIUS. El

incremento en masa fresca se calcul6 aplicando la siguiente formula:

gMF= Mina-Minicial

La comparacién de los datos del incremento en masa fresca de los embriones
somaticos proliferados se realiz6 mediante un andlisis de varianza de clasificacion
simple, previa comprobacion de los supuestos de normalidad y homogeneidad de

varianza.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Formaciéon de embriones soméaticos

4.1.1 Efecto de la orientacién del cotiledéon inmaduro sobre el medio de

cultivo

Se determind que la orientacién del cotiledén inmaduro sobre el medio de cultivo
influyé en el valor promedio de embriones somaticos formados en los genotipos
cubanos 1S-24 e 1S-35. En el genotipo 1S-24 el valor de porcentaje obtenido en la

orientacion abaxial difirié significativamente al alcanzado en la orientacion adaxial
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Barras con letras distintas en cada genotipo difieren significativamente segin prueba no paramétrica de Mann Whitney, para
p<0,05.

Figura 1. Efecto de la orientacidon del cotiledon inmaduro en el porcentaje de cotiledones con
respuesta embriogénica a los 30 dias de cultivo
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Por su parte, en los genotipos 1S-35 y el Williams-82 (Control) no se encontraron
diferencias significativas entre las dos orientaciones estudiadas. Sin embargo, los
mayores valores de porcentaje se lograron cuando los cotiledones inmaduros se

orientaron con el lado abaxial sobre el medio de cultivo.

Al analizar el nimero promedio de embriones somaticos por explante se
encontraron diferencias significativas entre las orientaciones evaluadas por
genotipo. En los genotipos cubanos 1S-24 e IS-35 los mayores valores promedios
se alcanzaron cuando el cotiledon inmaduro se orientd de manera abaxial sobre el
medio de cultivo. Resultados similares mostré el genotipo control Williams-82

(Figura 2).
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Barras con letras distintas en cada difieren significativamente segun prueba no paramétrica de Mann Whitney, para p<0,05.

Figura 2. Efecto de la orientacion del cotiledon inmaduro sobre el medio de cultivo en la formacion
de embriones sométicos a los 30 dias de cultivo
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En los genotipos cubanos de soya estudiados se observo que el proceso de la
embriogénesis somatica se inicié directamente de la superficie de los cotiledones
inmaduros. Las primeras estructuras embriogénicas fueron visibles a partir de los
siete dias después del establecimiento en el genotipo Williams-82 y, entre los 9 y
11 dias, en los genotipos cubanos 1S-24 e IS-35 respectivamente.

En la orientacion abaxial, los embriones somaticos se formaron en el centro y en el
borde del explante, tanto en los genotipos cubanos como en el control (Figura 3 A,
By C) y en la orientacidén adaxial se formaron con mayor frecuencia en los bordes
del cotiledén en los genotipos evaluados (Figura 3 D). Independientemente de la
orientaciéon del cotiledon inmaduro sobre el medio de cultivo, los embriones
somaticos se formaron sobre el tejido necrosado y el tamafio de los mismos vario
en dependencia del genotipo: menores de 1,0 mm de longitud en 1S-24 e 1S-35 y
entre 2,0 y 3,0 mm en el genotipo Williams-82.

Lazzeri et al. (1985), publicaron por primera vez el empleo de cotiledones
inmaduros para la induccion y formacion de embriones somaticos en soya, desde
entonces ha sido considerado como el Unico explante adecuado para regenerar
plantas, via embriogénesis somatica (Finer y Nagasawa, 1988; Bailey et al., 1993;
Ko y Korban, 2003; Hiraga et al., 2007). El efecto de la orientacion del cotiledon
inmaduro sobre el medio de cultivo, ha sido estudiado por varios autores en esta
especie (Hepher et al., 1988; Hartweck et al., 1988; Griga, 1993; Santarém et al.,
1997; Ko y Korban, 2004; Loganathan et al., 2010).

En las secciones histologicas tomadas de tejidos con nueve dias de cultivo se

observo una proliferacion de tejido con células proembriogénicas ubicado cerca de
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la epidermis de los cotiledones inmaduros en las dos orientaciones estudiadas,
aunque en mayor proporcién cuando el cotiledon se orienté por el lado abaxial
(Figura 3 E y F). La seccion histologica correspondiente al tejido embriogénico a
los 12 dias de cultivo, permitié confirmar que en los genotipos cubanos de soya la
embriogénesis soméatica es directa, ya que se observa la continuidad de la
epidermis entre el tejido materno y el embrién somatico globular (Figura 3 G). Esta
caracteristica coincide con lo descrito por Aparecida et al. (2002) en un estudio

sobre la caracterizacion anatomica de la embriogénesis somatica de un genotipo

brasilero de soya y el genotipo Williams-82.

Figura 3. Morfologia e histologia de la formacion de embriones soméaticos en genotipos cubanos de
soya en orientacion abaxial. (A) Williams-82 (Control); (B) 1S-24; (C) 1S-35; (D) Williams-82
(Adaxial). A, B, Cy D a los 30 dias de cultivo. Escala de la barra: 1,0 mm. Secciones histoldgicas
de cotiledones inmaduros del genotipo cubano de soya 1S-35 (E) orientacion abaxial y (F)
orientaciéon adaxial. E y F a los nueve dias de cultivo. (G) Embrién soméatico en etapa globular a los
12 dias de cultivo. La flecha indica continuidad en la epidermis. Escala de la barra 100 pm

Los resultados del presente estudio indican que la orientacion fue determinante en

el nimero de embriones sométicos que se formaron en los genotipos cubanos
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evaluados. De esta manera, en la orientacién abaxial se obtuvieron los mayores
valores de embriones somaticos por cotiledén. Estos resultados fueron similares a
los descritos por Santarém et al. (1997), cuando evaluaron el efecto de la
orientacién del cotiledén inmaduro en cuatro genotipos de soya de EEUU. Sin
embargo, difieren de los obtenidos por Ko y Korban (2003) quienes encontraron
una mejor respuesta embriogénica cuando el cotiledon se orientd por el lado
adaxial sobre el medio de cultivo, en genotipos de soya de EEUU.

La influencia de la orientacién del cotiledon en la respuesta embriogénica, pudiera
estar dada por las diferencias estructurales y fisiolégicas de las células y los
tejidos que existen en el lado abaxial y adaxial del cotileddn, las cuales determina
en Ultima instancia, el transporte de auxinas y por tanto, el proceso embriogénico
(Griga, 1993; Aparecida et al.,, 2002). Hepher et al. (1988), citados por George
(2008), sugirieron que el potencial embriogénico de un tejido esta relacionado con
su papel activo en el transporte de nutrientes. Estos autores plantearon que varios
tejidos embriogénicos (nucela, escutelo, sinérgidas y la epidermis abaxial de los

cotiledones de soya) tienen esta capacidad.

Sobre la base de los resultados obtenidos en este experimento se selecciond la
orientacion abaxial para la formacion de embriones somaticos en los genotipos

cubanos de soya.

4.1.2 Influencia de la longitud de la semilla
La longitud de las semillas influyé en la respuesta embriogénica de los genotipos

cubanos de soya IS-24 e IS-35. El mayor porcentaje de cotiledones inmaduros con
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respuesta embriogénica se logré cuando estos provenian de semillas de 3,0,4,0y
5,0 mm de longitud en los dos genotipos cubanos y el control. Los porcentajes mas
bajos se presentaron cuando se empled semillas de 2,0 y 6,0 mm en todos los

genotipos evaluados (Figura 4).
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Figura 4. Efecto de la longitud de la semilla en el porcentaje de cotiledones con respuesta
embriogénica a los 30 dias de cultivo

Al analizar el nUmero de embriones somaticos formados por cotiledon inmaduro se
encontrd que el genotipo IS-35 alcanz6 los mayores valores cuando provenian de
semillas de 4,0 mm de longitud con diferencia significativa con las otras longitudes
evaluadas. Resultados similares se encontraron en el genotipo Williams-82. Por su

parte, en el genotipo 1S-24 no se presentaron diferencias significativas en el
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namero de embriones somaticos por cotiledon cuando se emplearon semillas de
4,0 y 5,0 mm de longitud. Estos resultados difirieron significativamente con los
valores obtenidos en los cotiledones de semillas con longitudes 2,0, 3,0 y 6,0 mm.
Los dos genotipos cubanos evaluados lograron la mayor respuesta embriogénica
cuando se emplearon cotiledones de semillas de 4,0 y 5,0 mm para 1S-24 y 4,0 mm

de longitud para IS-35 (Figura 5).
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Barras con letras distintas en cada genotipo difieren significativamente segin prueba no paramétrica de Kruskall Wallis, para
p<0,05.

Figura 5. Efecto de la longitud de la semilla en la formacién de embriones soméaticos en genotipos
cubanos de soya a los 30 dias de cultivo

La embriogénesis somatica esta asociada predominantemente a la existencia de
células competentes en el explante inicial, ya que estas células pueden dar lugar a

embriones soméaticos directamente o después de varios ciclos mitdticos, en
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dependencia del estado fisiologico del explante y del genotipo (Parrot et al., 1989).
En soya, generalmente se emplean cotiledones inmaduros para la induccion de la
embriogénesis somatica directa, debido a la existencia de meristemos organizados
en este tipo de explante, razon por la cual el tamafio del cotiledon es considerado
uno de los factores limitantes de este proceso morfogénico (Lazzeri et al., 1985;
Gaj, 2004; Yang et al., 2009; Loganathan, 2010).

Resultados similares a los obtenidos en la presente investigacién fueron descritos
por Yang et al. (2009) en genotipos de soya chinos, donde la mayor respuesta
embriogénica se logré cuando los cotiledones procedian de semillas de 4,0 a 5,0
mm de longitud; y la menor respuesta con longitudes menores de 3,0 y mayores de
6,0 mm.

De igual forma, al evaluar la respuesta embriogénica en cotiledones inmaduros
procedentes de semillas de longitudes entre 1,5y 8,5 mm en genotipos de soya de
EEUU, Lazzeri et al. (1985), concluyeron que los cotiledones tomados a partir de
semillas entre 4,0+1,0 mm proveian el tejido mas apropiado para la induccion
embriogénica, ya que en estas longitudes de semillas se formaron la mayor
cantidad de embriones somaticos.

A partir del estudio de los factores determinantes en la embriogénesis somética de
genotipos coreanos de soya, Kim et al. (2004), encontraron una relacion
directamente proporcional entre el tamafio 6ptimo del cotiledon y el tamafio final de
la semilla madura con la respuesta embriogénica. Estos autores observaron que en
los genotipos en los cuales la semilla madura era de tamafo pequefo, la mayor

formacion de embriones somaticos se presentdé cuando los cotiledones provenian
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de semillas de 3,0 mm de longitud y en los genotipos en los cuales la semilla
madura era de tamafio grande, la mayor respuesta embriogénica se relaciond con
cotiledones provenientes de semillas de 4,0 mm. Al igual que en el presente
estudio, estos autores obtuvieron los menores valores en formacién de embriones
somaticos cuando emplearon cotiledones de semillas menores de 3,0 mm y
mayores a 5,0 mm.

La capacidad embriogénica, segun Gaj (2004), esta restringida a un corto periodo
de tiempo dentro del desarrollo del tejido empleado como explante. En estudios
sobre embriogénesis somatica en Arabidopsis thaliana, este autor encontré una
relacion inversa entre la capacidad embriogénica y el grado de madurez del
embrién cigdtico, concluyendo que el grado de madurez no solo influye en la
cantidad de embriones somaticos formados sino también en el tipo de
embriogénesis inducida. De esta forma, cuando emple6 embriones cigéticos
maduros, observé que los embriones somaticos se formaron directamente sobre el
explante, es decir, la embriogénesis era directa; mientras que, cuando empled
embriones cigoéticos inmaduros frecuentemente se formé un callo embriogénico, o
sea, se indujo embriogénesis somatica indirecta.

En consideracion a los resultados obtenidos en este experimento se seleccioné
como longitud de la semilla a emplear en los experimentos posteriores la de 4,0
mm.

4.1.3 Efecto de la concentracion del acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D)
La concentracion de 2,4-D tuvo un efecto significativo en la formacién de

embriones somaticos en los genotipos cubanos de soya. Los genotipos I1S-27 e IS-
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35 presentaron el mayor nimero de embriones somaticos en el medio de cultivo
gue contenia 40 mg.L* de 2,4-D. Los resultados obtenidos con esta concentracion
difirieron significativamente en estos genotipos con las concentraciones de 30 y 50

mg.L* de 2,4-D (Figura 6).

En los genotipos IS-1 y Williams-82 el mayor nimero de embriones somaticos
formados se logré en las concentraciones de 40 y 50 mg.L? de 2,4-D sin
diferencias significativas. En contraste, en el genotipo 1S-24 los valores mas altos
se obtuvieron con 30 mg.L' de 2,4-D en el medio de cultivo con diferencias
significativas con las otras concentraciones estudiadas. Este resultado evidencia la
condicion genotipo-dependiente de la especie en lo que respecta a la capacidad de
respuesta de los diferentes genotipos a la concentracion de la auxina exégena

requerida para inducir la respuesta embriogénica (Figura 6).

En estudios similares, Hiraga et al. (2007), encontraron que la mejor respuesta
embriogénica, asociada al nimero de embriones somaticos formados en genotipos
japoneses de soya, se logré con concentraciones de auxina que fluctuaron entre
40 y 80 mg.L? de 2,4-D. Estos autores sugirieron que las diferencias en la
respuesta se debieron posiblemente tanto a la sensibilidad de cada genotipo al 2,4-
D como a los niveles enddégenos de auxina presentes en el explante. El nivel
endégeno de hormonas vegetales, es considerado uno de los factores cruciales
gue influyen en el potencial embriogénico de los explantes. En Arabidopsis thaliana

se ha encontrado que tanto los primordios cotiledonales como los cotiledones
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tienen altos niveles de auxina enddgena, los cuales se correlacionan con la alta

competencia embriogénica exhibida por estos tejidos (Gaj, 2004).
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Barras con letras distintas en cada genotipo difieren significativamente segun prueba no paramétrica de Kruskall Wallis, para
p<0,05.

Figura 6. Efecto de la concentracion del 2,4-D mg.L* en la formacién de embriones somaticos en
genotipos cubanos de soya a los 30 dias de cultivo

La alta eficiencia del 2,4-D para inducir la respuesta embriogénica en diferentes
variedades de soya también fue demostrada por Yang et al. (2009), quienes
encontraron diferencias altamente significativas en la respuesta embriogénica de
98 genotipos chinos de soya (0,0% hasta 85,7% de cotiledones inmaduros con
embriones somaticos), asociadas al empleo de 40 mg.L* de 2,4-D en el medio de

cultivo para la formacién de embriones sométicos. Segun estos autores, los
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resultados pudieron estar asociados a diferencias en la sensibilidad de los

genotipos a esta auxina sintética.

Aungue generalmente, se ha manifestado que para inducir la embriogénesis
somatica en soya se requieren concentraciones relativamente altas de 2,4-D (40
mg.Lt), Lazzeri et al. (1985), obtuvieron mas del 90% de cotiledones inmaduros
con respuesta embriogénica cuando emplearon 5,0 mg.L* de 2,4-D. Resultados
similares, se encontraron en Beversdorf y Bighman (1977); Christianson et al.
(1983); Lippman y Lippmman (1984). En contraste, Loganathan et al. (2010), no
obtuvieron respuesta embriogénica en un genotipo taiwanés de soya cuando
emplearon un amplio rango de concentraciones de 2,4-D (9,06; 18,12; 27,19; 36,26

y 45,32 mg.L).

El 2,4-D es una de las auxinas mas empleadas para la induccién de la
embriogénesis somatica en soya Yy se ha demostrado que puede tanto inhibir la
elongacion de las células (Saymolov et al., 1998) como promover su division
(Griga, 2002), estimulando la division celular asimétrica (Schnabel y Frugolicol.,
2004) y afectando la regulacion y balance endégeno de hormonas (Moon e
Hildebrand, 2003). Las diferencias en el efecto inductor, usualmente son asociadas
a la habilidad de cada genotipo para programar y reprogramar genéticamente las
células competentes embriogénicamente en respuesta al efecto que ejercen los

factores externos.

Por otra parte, se considera que el 2,4-D puede regular adecuadamente el

metabolismo enddgeno del AIA, comparado con otros reguladores de crecimiento
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vegetal sintéticos empleados para la embriogénesis somatica. En otras especies
como la zanahoria (Daucus carota L), el incremento en la respuesta embriogénica
como resultado de la exposicion al 2,4-D exdgeno, estuvo asociada con un
incremento de los niveles de AIA enddgeno, lo cual sugiere que la auxina sintética
2,4-D tiene un efecto indirecto significativo sobre la embriogénesis somatica
posiblemente debido a disturbios causados sobre el metabolismo de la auxina
endégena. Igualmente, se ha considerado que el 2,4-D promueve la produccion de
AlA asociado a proteinas, lo que incrementa la sensibilidad de las células al AIA'y

les confiere competencia embriogénica (Sharma et al., 2007).

En el mismo sentido, Jiménez (2005) plantea que la sensibilidad de un tejido al
cambio en la concentracion de hormonas (probablemente percibida por un receptor
en particular) es mas importante que el cambio en la concentracion por si misma.
Esta sensibilidad puede ser evidenciada por el hecho de que el tejido responde
solamente en presencia de reguladores de crecimiento presentes en el medio de
cultivo. La sensibilidad a las auxinas podria explicarse, al menos parcialmente,
sobre la base de las diferentes respuestas entre las especies de plantas, genotipos
o células en el mismo explante o entre diferentes explantes en la misma especie,
en su capacidad para volverse embriogénico. Por tanto, las diferencias en la
sensibilidad probablemente son la consecuencia de la variacién en la habilidad de
ciertos explantes en producir los receptores apropiados.

La concentracion de 2,4-D requerida para obtener la mayor formacion de

embriones somaticos en los genotipos cubanos de soya evaluados, varié en

43



Resultados y Discusion

dependencia del genotipo (30 mg.L* para 1S-24; 40 mg.L* para IS-27 e 1IS-35; 40 y
50 mg.L! para 1S-1). Sobre la base de los resultados obtenidos en este
experimento se selecciond, para los experimentos posteriores, la concentracién de
40 mg.L! para los genotipos cubanos con excepcion del 1S-24 que respondié

mejor a una concentracion de 30 mg.L ™.

4.1.4 Influencia de la intensidad luminosa

4.1.4.1 Luz artificial

La intensidad de la luz influyé en la formacion de embriones somaticos en los
genotipos cubanos de soya evaluados. La mayor formacion de embriones
somaticos se logré cuando se empled la intensidad luminosa comprendida entre
68,3-72,81 pE.m?2.s71. Estos valores difirieron significativamente con los resultados
obtenidos en el tratamiento que se mantuvo bajo intensidad luminosa de 5-10
UE.m2.sY(tratamiento control). Estas diferencias se observaron a los 15, 22 y 30
dias en los dos tratamientos evaluados (Figura 7). Resultados contrarios a los
obtenidos en el presente trabajo de investigacién fueron descritos por Lazzeri et al.
(1987), quienes lograron valores similares en el nimero de embriones soméaticos
formados en dos genotipos de soya de EEUU, cuando evaluaron altas y bajas
intensidades de iluminacion. Bonacin et al. (2000), no encontraron diferencias
significativas cuando evaluaron el efecto de la intensidad luminosa sobre la
respuesta embriogénica en genotipos brasilefios de soya, aduciendo que los
resultados pudieron estar dados por el bajo rango de intensidad luminosa

empleados en dicho estudio.
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Barras con letras distintas en cada genotipo difieren significativamente segin prueba no paramétrica de Mann Whitney, para
p<0,05.

Figura 7. Efecto de la intensidad luminosa en la formacion de embriones somaticos en etapa
globular a los 15, 22 y 30 dias de cultivo

Sin embargo, en atencién a las diferencias altamente significativas observadas en

las interacciones genotipo-auxina-intensidad luminosas y genotipo-pH-intensidad
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luminosa, estos autores sugieren ampliar el rango y el nimero de intensidad

luminosa para estudios posteriores.
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Barras con letras distintas en cada genotipo difieren significativamente segin prueba no paramétrica de Mann Whitney, para
p<0,05.

Figura 8. Porcentaje de embriones somaticos formados a los 22 y 30 dias de cultivo en camara de
crecimiento con intensidad luminosa entre 68,3-72,81 pE m?s™!

Al comparar el porcentaje de embriones somaticos formados en la intensidad
luminosa de 68,3-72,81 HE.m?2.s, se determiné que los mayores porcentajes se
observaron a los 22 dias en todos los genotipos evaluados, los cuales difirieron
significativamente con los obtenidos a los 30 dias de cultivo (Figura 8).

En el presente estudio también se observé que a los 22 dias de cultivo bajo la
intensidad luminosa de 68,3-72,81 pE.m?2.s?, el porcentaje de cotiledones
inmaduros con embriones somaticos diferenciados fue menor con relacion al

obtenido a los 30 dias (Tabla 2).
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Tabla 2. Porcentaje de cotiledones inmaduros con embriones somaticos diferenciados en
genotipos de soya a los 22 y 30 dias de cultivo

% Cotiledones inmaduros con embriones somaticos diferenciados

Intensidad luminosa

5-10 pE.m2.s? 68,3-72,81 HE.m2.s!
22* 30* 22* 30*

Williams-82
(Control) 16,4° 32,62 21,7° 35,62
Incasoy-1 18,3° 35,728 22,8° 39,32
Incasoy-35 17,5° 49,72 29,5P 87,12
Incasoy-24 25,7° 56,42 32,6° 91,3%
Incasoy-27 21,4° 55,42 30,9° 89,52

* Dias de cultivo
Medias con letras diferentes en una misma fila en cada intensidad luminosa difieren por segun
prueba t-student, para p<0,05.

Adicionalmente, a los 22 dias de cultivo se encontrdé un predominio de estructuras
embriogénicas, en etapas tempranas de desarrollo (Figura 9 A), y a los 30 dias fue
evidente un progreso en la diferenciacion hacia etapas mas avanzadas (Figura 9 B
y C). El analisis histolégico permitid determinar que a los 22 dias los embriones
somaticos se encontraban en etapas tempranas de desarrollo (Figura 9 D) y a los
30 dias los embriones somaticos se encontraban diferenciados principalmente en

las etapas torpedo y corazon (Figura9 Ey F).
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Figura 9. Formacion de embriones somaticos en el genotipo cubano 1S-35 a los 22 y 30 dias de
cultivo en camara de crecimiento con intensidad luminosa entre 68,3-72,81 pE.m2sl. Ay B
Cotiledon inmaduro a los 22 y 30 dias de cultivo, respectivamente. C. Embriones sométicos en
diferentes etapas de desarrollo a los 30 dias de cultivo. Escala de la barra: 1,0 mm. D y E. Seccién
histoldgica de cotiledon inmaduro a los 30 dias de cultivo en etapas torpedo y corazon. Escala de la
barra 100 pm. Safranina (D); Fast green (E)

El efecto de la luz sobre la diferenciacion de los embriones somaticos fue
estudiado por Micheler y Lineberger (1987) citados por Hoshino y Cuello (2006). Al
exponer cultivos de células de zanahoria (Daucus carota L.) a diferentes
intensidades y calidades de luz, ellos observaron que mas del 50% de los
embriones soméaticos formados pasaron de la etapa globular a la etapa torpedo,
cuando se mantuvieron bajo la influencia de la luz azul en intensidades luminosas
entre 5,0 y 50 uE.m2.s1. Estos autores plantearon que la diferenciacién observada

pudo deberse no sélo a la intensidad de la luz que emplearon sino a la calidad de
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la misma, ya que al exponer este cultivo de células a la luz roja y verde observaron
menos cambios morfoldgicos en los embriones somaticos.

En el mismo sentido, D’Onofrio et al. (1998), informaron sobre los efectos tanto
positivos como negativos de la luz en la diferenciacién de los embriones somaticos
de Sidonia sp. Adicionalmente, estos autores correlacionaron la proporcion de los
embriones somaticos diferenciados con el fotoequilibrio. De esta manera,
encontraron un incremento exponencial desde 0% hasta el 30% en la cantidad de
embriones soméaticos diferenciados en la medida en que se incrementd el
fotoequilibrio de 0 hasta 1.

Con base en los resultados obtenidos en este experimento se determin6é que la
respuesta embriogénica de los genotipos cubanos de soya fue superior cuando se
empled la intensidad luminosa de 68,3-72,81 pE.m™2.s™. De igual forma se observé
gue a los 22 dias de cultivo bajo esta condicion de iluminacion se puede obtener
mas del 60% de embriones somaticos sin diferenciacion. Estos resultados indican
gue la intensidad luminosa puede ser empleada para disminuir el tiempo de
exposicion de los cotiledones inmaduros a las altas concentraciones de 2,4-D y en
consecuencia, contribuir a incrementar la calidad de los embriones somaticos
formados, lo cual segun Parrot et al. (1988) y de Moon e Hildebrand (2003),
cualquier tratamiento que incremente la calidad de los embriones somaticos puede
incrementar la proporcion de embriones soméaticos que pueden ser convertidos en

planta.

49



Resultados y Discusion

4.1.4.2 Luz solar

Se demostrd que con el empleo de la luz solar se logré la formacion de embriones
somaticos tanto en los genotipos cubanos como en el genotipo control. Se
encontr6 que todos los genotipos formaron embriones sométicos bajo esta
condicién de iluminacién. Los genotipos Williams-82 e IS-1 formaron mas
embriones somaticos bajo condiciones de luz solar que bajo condiciones de luz
artificial (Control). En Williams-82 e IS-1, estos valores mostraron diferencias
estadisticas con relacion a los obtenidos bajo luz artificial (Control). Los genotipos
IS-24, 1S-27 e 1S-35 obtuvieron mas embriones somaticos bajo luz artificial
(Control) aunque sin diferencias significativas con respecto a los obtenidos bajo luz
solar (Figura 10). En todos los genotipos evaluados, se observd que los primeros

embriones somaticos se formaron entre los siete y los diez dias de cultivo.
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Wiiliams-82 Incasoy-1  Incasoy-35 Incasoy-24 Incasoy-27
{Control}

Numero de embriones
somaticos/cotiledén inmaduro

Genotipos
B Luz Artificial Luz solar

Barras con letras distintas en cada genotipo, difieren significativamente segun prueba no paramétrica de Mann Whitney, para
p<0,05.

Figura 10. Numero de embriones somaticos formados a los 22 dias de cultivo en camara de

crecimiento de luz solar y artificial con una intensidad luminosa de 68-72 pE.m?2.s'y 68,3-72,81
UE.m2.s1, respectivamente
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En condiciones naturales, se conoce que la luz solar tiene una proporcion
constante entre la luz del rojo (R) y la del rojo lejano (FR, por sus siglas en inglés)
de aproximadamente 1,1. El efecto de la luz sobre los procesos morfogénicos se
lleva a cabo a través de fotoreceptores tales como los fitocromos y los
fotoreceptores de luz azul y de luz ultravioleta. Los fitocromos son interconvertidos
de manera reversible por la luz del espectro rojo y la del rojo lejano en fitocromo
inactivo (Py) y fitocromo fisiol6gicamente activo (Px). La relacion entre Ps/Pit, Se
denomina fotoequilibrio. Bajo condiciones de cultivo in vitro, el efecto de la
proporcién R:FR sobre la embriogénesis se evalla empleando lampara especiales
o filtros de luz. Las ldmparas fluorescentes empleadas normalmente en el cultivo in
vitro aportan luz azul y luz roja (Hoshino y Cuello, 2006).

La respuesta embriogénica observada en los genotipos cubanos de soya coincide
con los resultados obtenidos por Micheler y Lineberger (1987), quienes al evaluar
el cultivo de células embriogénicas de zanahoria (Daucus carota L.) expuesto a
diferentes calidades de luz (roja, verde, blanca, azul) encontraron que una alta
intensidad luminosa estimulaba la produccién de embriones soméaticos mantenidos
bajo luz roja. Sin embargo, la intensidad de la luz no redujo la respuesta
embriogénica cuando D’Onofrio et al. (1998) expusieron los explantes de (Cydonia
oblonga Mill), a tratamientos combinados de luz del rojo lejano y luz roja, sugirieron
una influencia positiva del fotoequilibrio y del fitocromo en la embriogénesis
somatica. Estos autores también determinaron que en la medida en que el
fotoequilibrio se disminuia, los efectos negativos de la luz azul se incrementaban.

Los resultados de Micheler y Lineberger (1987) y los de D’Onofrio permiten
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entender hasta el momento que el efecto de la luz sobre la embriogénesis
somatica en los genotipos cubanos de soya, puede estar dado mas por la calidad
de la luz que por la intensidad de la misma.

Kodym et al. (1999) compararon el efecto de dos intensidades de la luz solar y
fotoperiodo entre 12-16 h con las condiciones de intensidad y fotoperiodo de una
camara de crecimiento de luz artificial (65 PE.m?2.s! 16/8 horas luz/oscuridad)
sobre la respuesta morfogénica de apice caulinares de banano (Musa acuminata
cv. Grande Naine). La mas alta respuesta morfogénica la lograron en las
intensidades correspondientes a las de los experimentos con luz solar.
Adicionalmente, encontraron que independientemente del fotoperiodo, la respuesta
morfogénica siempre fue mayor bajo condiciones de iluminacion con luz solar. Por
tanto, estos resultados sugieren que la influencia de la luz sobre la respuesta
embriogénica de los genotipos cubanos de soya pudo estar dada mas por la
calidad de la luz que por el fotoperiodo.

Con el empleo de luz solar con una intensidad luminosa de 68-72 pE.m?.s? se
obtuvieron resultados similares a los obtenidos con luz artificial en este rango de

intensidad.

4.2 Proliferacion de embriones soméaticos en medio de cultivo semisélido

MSD20 y en medio de cultivo liqguido FNL

Como resultado de este experimento se encontro que los genotipos cubanos IS-1 e
IS-27 y el genotipo control Williams-82 proliferaron en los dos medios de cultivo

evaluados.
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Segun el medio de cultivo empleado para la proliferacién, los tejidos embriogénicos
de los genotipos cubanos de soya presentaron diferentes caracteristicas
morfolégicas. De esta manera, cuando los grupos de embriones somaticos
globulares proliferaron en medio de cultivo semisélido MSD20 se observé una
morfologia nodular, multiestratificada debido a que las nuevas estructuras
embriogénicas se formaron sobre la superficie de los embriones sométicos mas
viejos, de consistencia friable, con embriones somaticos globulares de tamafios
pequefios y algunos traslicidos, otros con tonalidades entre blanca y amarilla en
los genotipos 1S-1 e I1S-27 y de embriones sométicos globulares de tamafio mas
grande y tonalidades entre amarilla y verde claro en el control Williams-82 (Figura
11 A, B, Cy D).

Cuando proliferaron en medio de cultivo liquido FNL, crecieron en forma de masas
densas de embriones somaticos, de superficie plana y multilobulada. Cada I6bulo
correspondia a un embrion en etapa de desarrollo temprana. No se apreciaron
diferencias en color debidas al genotipo (Figura 11 E, F, G). En el medio de cultivo
semisdlido se observaron estructuras embriogénicas en diferentes etapas

tempranas de desarrollo (Figura 11 H).
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Figura 11. Proliferacion de embriones somaticos de genotipos cubanos de soya IS-1 e 1S-27 y del
control Williams-82 en medio de cultivo semisolido MSD20 y en medio de cultivo liquido FNL a los
30 dias de cultivo. A. Formacién estratificada de embriones somaticos secundarios. La flecha indica
el suspensor. B. Genotipo cubano 1S-27. C. Genotipo cubano 1S-1. D. Genotipo control Williams-82.
E. IS-1. F. IS-27. G. Williams-82. H. Proliferaciéon asincrénica de embriones somaticos en medio de
cultivo semisélido. Escala de la barra 1,0 mm

El incremento en masa fresca fue mayor en todos los genotipos cuando se empled
el medio de cultivo liquido FNL. Estos valores difirieron significativamente con los
resultados obtenidos por cada genotipo cuando se utilizé6 el medio de cultivo
semisdlido MSD20. Cuando se emple6 el medio de cultivo FNL, el genotipo que
mostré mas incremento de masa fresca fue IS-27, seguido por Williams-82 e I1S-1.
En contraste, cuando se emple6 el medio de cultivo MSD20, el mayor incremento
en masa fresca se observo en el genotipo IS-1 seguido de 1S-27 y Williams-82

(Figura 12).
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Barras con letras distintas en cada genotipo difieren significativamente segln prueba t-student, para p<0,05.

Figura 12. Incremento de masa fresca de los embriones somaticos de los genotipos cubanos de
soya IS-1 e 1S-27 en los medios de cultivo MSD-20 y FNL a los 30 dias de cultivo

Los resultados obtenidos en este experimento se corresponden con lo planteado
en la literatura cientifica, en el sentido en que la proliferacion de los embriones
somaticos de soya puede llevarse a cabo tanto en medio de cultivo liquido FNL
como en medio de cultivo semisélido MSD20 (Samoylov et al., 1998; Wright et al.,
1991). En segundo lugar, estos resultados también coinciden con lo expuesto por
Finer y Nagasawa (1988), quienes manifestaron que debido al contacto directo del
tejido con el medio de cultivo, la proliferacion es méas eficiente en medio de cultivo
liquido (FNL) que en medio de cultivo semisolido (MSD20).

En términos generales, es importante tener en cuenta que en soya los medios de

cultivo liquidos son adecuados para la proliferacion a gran escala de embriones
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somaticos y su uso esta asociado a los sistemas de transformacion genética (Finer
y Nagasawa, 1988; Moon e Hildebrand, 2003).

A la luz de los resultados obtenidos en el presente estudio, se puede concluir que
el genotipo que mejor se adaptd a la proliferaciéon en medio de cultivo liquido fue
IS-27 en comparacién al resultado obtenido por el genotipo 1S-1 cuando se empled
este mismo medio de cultivo. Estos resultados coinciden con Hiraga et al. (2007)
guienes concluyeron que la respuesta a la proliferacion en medios liquidos es
genotipo dependiente, es decir, no todos lo genotipos se adaptan de la misma
manera a la proliferacion en medios de cultivo liquidos.

Estos resultados constituyen los primeros estudios sobre embriogénesis somatica
en genotipos cubanos de soya. Ademas, se comprobd que el tamafio y la
orientacion del explante, la concentracion de 2,4-D y las condiciones de
iluminacién determinan la respuesta embriogénica de los genotipos cubanos de
soya Incasoy-1, Incasoy-24, Incasoy-27 e Incasoy-35. De igual forma, se logré por
primera vez la formacién de embriones somaticos de soya bajo condiciones de luz
solar. Finalmente, este trabajo proporciona informacién basica sobre la formacién y
proliferacién de embriones somaticos de genotipos cubanos de soya, necesaria

para estudios posteriores.
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5 CONCLUSIONES

1.

Se definié que con la orientacion abaxial y una longitud de la semilla de 4,0
mm se obtuvo el mayor nimero de embriones somaticos por cotiledon

inmaduro.

. Se definié que la concentracién de 2,4-D requerida para obtener la mayor

formacion de embriones somaticos en el genotipo 1S-24 fue de 30 mg.L!y
para I1S-1, 1IS-27 e 1S-35 de 40 mg.L ™.

Se establecié que la mayor formacion de embriones somaticos, en etapas
tempranas de desarrollo, se obtuvo al exponer los explantes durante 22 dias
de cultivo a una intensidad luminosa de 68-72 uE.m? .sL.

Se establecido que con el empleo de la luz solar se formaron embriones
somaticos en los genotipos cubanos de soya.

Se determind que en el medio de cultivo liquido FNL hubo una mayor
proliferacién de los embriones sométicos en los genotipos evaluados. El

Incasoy-27 fue el genotipo que mostré mayor incremento en masa fresca.
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6 RECOMENDACIONES
1. Continuar la evaluacion de la respuesta embriogénica de los genotipos
cubanos de soya en las fases posteriores a la formacion y proliferaciéon de
embriones somaticos.
2. Evaluar la respuesta de los embriones somaticos formados bajo condiciones
de alta intensidad luminosa tanto de luz artificial como de luz solar en las
fases de maduracién, germinacion y conversion de la embriogénesis

somatica.
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