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RESUMEN

En el cultivo de la soya para desarrollar nuevos programas de mejoramiento genético, es necesario contar
con sistemas eficientes de regeneracion de plantas, sin embargo por su condicion genotipo dependiente no
es posible aplicar los desarrollados previamente. El presente trabajo tuvo como objetivo: determinar el efecto
de la concentracion de acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) en la formacion de embriones somaticos en las
variedades cubanas de soya (Incasoy-1, Incasoy-24, Incasoy-27 e Incasoy-35). Como material vegetal se
utilizaron cotiledones inmaduros. Se establecieron tres tratamientos segun la concentracion de 2,4-D (30, 40
y 50 mgl"). Alos 30 dias se cuantificd el nimero de embriones somaticos formados por cotiledén inmaduro.
La concentraciéon de 2,4-D requerida para obtener la mayor formacion de embriones somaticos en las
variedades cubanas de soya varié en dependencia del genotipo (30 mg | para Incasoy-24; 40 mg | para
Incasoy-27 e Incasoy-35; 40 y 50 mg "' para Incasoy-1). Sobre la base de los resultados, se selecciond la
concentracion de 40 mg I para las variedades cubanas con excepcion de la Incasoy-24 que respondid mejor
a una concentracion de 30 mg I, Estos resultados pueden contribuir al desarrollo de nuevos programas para
el mejoramiento genético de la soya en Cuba.
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Effect of 2,4-D concentration in somatic embryos formation of cuban
soybeans varieties

ABSTRACT

Developing new breeding programs of soybean crops needs an efficient systems for plants regeneration.
Eventhough due this is impossible taking into account its genotype dependent condition. This study aimed
to: determine the effect of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) concentration in the formation of somatic
embryos in soybean Cuban varieties (Incasoy-1, Incasoy-24, Incasoy-27 and Incasoy-35). Immature cotyledons
were used as plant material. Three treatments were established according to the concentrations of 2,4-D (30,
40 and 50 mg I'). The number of somatic embryos per immature cotyledon were evaluated after 30 days. The
necessary concentration of 2,4-D to obtain the mayor formation of embryos depended on the genotypes (30
mg | for Incasoy-24; 40 mg I for Incasoy-27 and Incasoy-35; 40 and 50 mg I for Incasoy-1). Depending on
the results obtained the concentration 40 mg I for the cuban varieties was selected The Incasoy-24 was the
exception since it responded better with a concentration of 30 mg I'. These results favor the development of
new programs for genetic breedig of soybeans in Cuba.
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INTRODUCCION 2004). Por tales motivos, el blanco principal
para los mejoradores en la familia de las
leguminosas se ha encaminado al

mejoramiento de las variedades para la

La soya [Glycine max (L.) Merril] es uno de los
cultivos mas importantes en el mundo por su

alto contenido de proteinas y aceite (Wiebke-
Strohm et al., 2011). En Cuba, representa una
alternativa econdmica importante para la
alimentacion humana y animal (Marrero et al.,

resistencia a factores bidticos, abioticos,
condiciones de estrés e incremento de la
calidad nutricional de las semillas, que limitan
sus rendimientos especialmente en los paises
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tropicales y subtropicales (Angenon y Thu,
2011). No obstante, uno de los factores
limitantes para desarrollar estos programas de
mejoramiento genético ha sido no contar con
un sistema eficiente de regeneracion de plantas
via embriogénesis somatica, por su condicion
genotipo-dependiente (Parrott et al,, 1989;
Hiraga et al., 2007), lo cual limita el empleo de
los protocolos ya existentes. Es por ello
imprescindible, el desarrollo de protocolos de
regeneracion de plantas en variedades
cubanas con importancia para el mejoramiento
genético.

Por todo lo antes expuesto el presente trabajo
tuvo como objetivo: determinar el efecto de la
concentracion de acido 2,4 diclorofenoxiacético
(2,4-D) en la formacion de embriones
somaticos en las variedades cubanas de soya.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon las variedades cubanas de soya,
Incasoy-1, Incasoy-24, Incasoy-27 e Incasoy-
35. Como control se utilizd el genotipo Williams-
82, en consideracién a que se ha probado en
los protocolos empleados como referencia en
este estudio (Bailey et al., 1993; Saymolov et
al., 1998). Las semillas de todas las variedades
fueron aportadas por el Instituto Nacional de
Ciencias Agricolas de Cuba (INCA).

Como explante para el inicio del proceso de
embriogénesis somatica se emplearon
cotiledones inmaduros provenientes de
semillas de vainas cosechadas entre 12y 15
dias después de la antesis. Las vainas se
lavaron con una solucién 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 solucién 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 destilada 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. Para el establecimiento de los
cotiledones inmaduros se siguid el
procedimiento descrito por Bermudez-
Caraballoso ef al. (2010).
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Se establecieron tres tratamientos segun la
concentracion de 2,4-D (30,40 y 50 mg I'') en
las variedades cubanas y el control (Williams-
82). Cada tratamiento estuvo conformado por
cinco réplicas cada una con cuatro explantes,
con disefio completamente al azar.

Los frascos fueron incubados en camaras de
crecimiento, provista por lamparas fluorescentes,
con fotoperiodo 16/8 horas luz/oscuridad, 26+2°C
e intensidad luminosa de 5-10 JE mZ s'segln lo
propuesto por Lazzeri et al. (1987).

A los 30 dias de cultivo se cuantificé el nimero
de embriones somaticos formados por
cotiledén inmaduro.

Andlisis estadistico

Para el procesamiento de los datos se uso el
programa estadistico Statistic Package for
Social Science (SPSS) versién 16.0 sobre
Windows. La comparacién de los datos se
realizé mediante la prueba no paramétrica de
Kruskall Wallis previa comprobacién de los
supuestos de normalidad y heterogeneidad de
varianza.

RESULTADOS Y DISCUSION

La concentracion de 2,4-D tuvo un efecto
significativo en la formacién de embriones
somaticos en las variedades cubanas de soya.
De las variedades Incasoy-27 e Incasoy-35 se
logré el mayor ndmero de embriones somaticos
en el medio de cultivo que contenia 40 mg I''de
2,4-D. Los resultados con esta concentracion
difirieron significativamente en estas variedades
con las concentraciones de 30 y 50 mg I de
2,4-D (Figura 1).

En las variedades Incasoy-1 y Williams-82
el mayor ndmero de embriones somaticos
formados se logré en las concentraciones de
40 y 50 mg I'' de 2,4-D sin diferencias
significativas. En contraste, en la variedad
Incasoy-24 los valores mas altos se
obtuvieron con 30 mg I'' de 2,4-D en el medio
de cultivo, con diferencias significativas con las
otras concentraciones estudiadas. Este
resultado evidencia la condiciéon genotipo-
dependiente de la especie en lo que respecta
a la capacidad de respuesta de las diferentes
variedades a la concentracién de la auxina
exdgena requerida para inducir la respuesta
embriogénica (Figura 1y 2).
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Figura 1. Efecto de la concentracion del 2,4-D en la formacion de embriones somaticos en variedades
cubanas de soya a los 30 dias de cultivo.

Figura 2. Embriones somaticos formados en las variedades cubanas de soya con las diferentes
concentraciones de 2,4-D a los 30 dias de cultivo (A- Incasoy-1 en 40 mg I de 2,4-D; B- Incasoy-24
en 30 mg I de 2,4-D; C- Incasoy-27 en 40 mg | de 2,4-D; D- Incasoy-35 en 40 mg I' de 2,4-D y D-
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Williams-82 en 40 mg | de 2,4-D).

En estudios similares, Hiraga et al. (2007),
encontraron que la mejor respuesta
embriogénica, asociada al nimero de embriones
somaticos formados en variedades japonesas de
soya, se logré con concentraciones de auxina que
fluctuaron entre 40 y 80 mg I' de 2,4-D. Estos
autores sugirieron que las diferencias en la
respuesta se debieron posiblemente tanto a la
sensibilidad de cada variedad al 2,4-D como a
los niveles enddgenos de auxina presentes en
el explante. El nivel endégeno de harmonas
vegetales, es considerado uno de los factores
cruciales que influyen en el potencial
embriogénico de los explantes. Por ejemplo,
en Arabidopsis thaliana se ha encontrado que
tanto los primordios cotiledonales como los
cotiledones tienen altos niveles de auxina
endogena, los cuales se correlacionan con la
alta competencia embriogénica exhibida por
estos tejidos (Gaj, 2004).

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 variedades
chinas de soya (0.0% hasta 85.7% de
cotiledones inmaduros con embriones
somaticos), asociadas al empleo de 40 mg I
de 2,4-D en el medio de cultivo para la
formacién de embriones somaticos. Segun
estos autores, los resultados pudieron estar
asociados a diferencias en la sensibilidad de
los genotipos a esta auxina sintética.

Aunque generalmente, se ha manifestado que
para inducir la embriogénesis somatica en soya
se requieren concentraciones relativamente
altas de 2,4-D (40 mg I''). En este sentido,
Lazzeri et al. (1985), obtuvieron mas del 90%
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de cotiledones inmaduros con respuesta
embriogénica cuando emplearon 5.0 mg I' de
2,4-D. Resultados similares, se encontraron en
Beversdorf y Bighman (1977); Christianson et
al. (1983); Lippman y Lippmman (1984). En
contraste, Loganathan ef al. (2010), no
obtuvieron respuesta embriogénica en una
variedad taiwanesa 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 I'").

El2,4-D es una de las auxinas mas empleadas
para la induccién de la embriogénesis somatica
en soya y se ha demostrado que puede tanto
inhibir la elongacion de las células (Saymolov
et al., 1998) como promover su division (Griga,
2002), a través de un estimulo en la divisién
celular asimétrica (Schnabel y Frugolicol, 2004)
y afectar la regulacién y balance endégeno de
hormonas (Moon e Hildebrand, 2003). Las
diferencias en el efecto inductor, usualmente
son asociadas a la capacidad de cada genotipo
para programar y reprogramar genéticamente
las células competentes embriogénicamente
enrespuesta al efecto que ejercen los factores
externos.

Por ofra parte, se considera que el 2,4-D puede
regular adecuadamente el metabolismo
enddégeno del acido indol-3-acético (AlA),
comparado con otros reguladores de
crecimiento 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 AlA endégeno, 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 enddgena.
Igualmente, se ha considerado que el 2,4-D
promueve la produccion de AIA asociado a
proteinas, lo que incrementa la sensibilidad de
las células al AlA y les confiere competencia
embriogénica (Sharma ef al., 2007).

En el mismo sentido, Jiménez (2005) planté
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
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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 de convertirse en
embriogénico. Por tanto, las diferencias en
la sensibilidad probablemente son la
consecuencia de la variacion en la habilidad
de ciertos explantes en producir los receptores
apropiados.

La concentracién de 2,4-D requerida para
obtener la mayor formacién de embriones
somaticos en las variedades cubanas de soya
evaluados, varié en dependencia del genotipo
(30 mg I para Incasoy-24; 40 mg | para
Incasoy-27 e Incasoy-35; 40 y 50 mg I para
Incasoy-1). Sobre la base de los resultados,
se selecciond la concentracion de 40 mg I para
las variedades cubanas con excepcion del
Incasoy-24 que respondié mejor a una
concentracion de 30 mg I,

CONCLUSIONES

Los resultados mostraron que la concentracion
de 2,4-D influyd en la formacién de embriones
somaticos en las variedades cubanas de soya
estudiadas. Se demostré la condicidn genotipo
dependiente de este cultivo. Estos resultados
pueden contribuir al desarrollo de nuevos
Programas para el Mejoramiento genético de
la soya en Cuba.
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