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Vacca et al.

RESUMEN

En el noroeste argentino, en la Selva Pedemontana (Selva de las Yungas), debido
al uso extractivo no planificado, algunas especies se encuentran en estado
vulnerable. La Tipa colorada (Pterogyne nitens Tul. Ex Benth.), es una especie
que se encuentra bajo riesgo/casi amenazada. La embriogénesis somatica en
plantas, representa una alternativa para la produccion a gran escala de individuos
élites. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de reguladores de
crecimiento y su concentracién, en la formacién de embriones somaticos de tipa
colorada. Se aislaron masas proembriogénicas obtenidas en la fase de formacion
de callos en medio de cultivo MS con TDZ, 2,4-D y ANA y se transfirieron a medios
de cultivo de formacién de embriones. Se realizaron dos ensayos para evaluar:
1) el efecto de Kin y BAP en la morfologia e histologia de las estructuras formadas
2) el efecto de cuatro concentraciones de BAP y un medio de cultivo sin
reguladores de crecimiento, en el aumento de la masa del callo y la formacién de
embriones somaticos. Las evaluaciones se realizaron a los 45 dias de cultivo. Se
observaron distintas etapas de desarrollo embrionario: globular, corazén, torpedo
y cotiledonar. Asi también, embriones fusionados, con un nimero anormal de
cotiledones o cotiledones soldados. Se registré6 embriogénesis secundaria. Las
estructuras embriogénicas obtenidas de la formacion de callos con TDZ se
multiplicaron adecuadamente en un medio de cultivo con 4.40 uMy 13.20 pM de
BAP y se obtuvieron embriones bien diferenciados.

Palabras clave: embriogénesis somatica, reguladores del crecimiento, tipa
colorada

Somatic embryos formation in Pterogyne nitens Tul.

ABSTRACT

In northwestern Argentina, in the Yungas Forest (Pedemontian Forest), some
species are vulnerable due to unplanned extractive practices. The Tipa colorada
(Pterogyne nitens Tul. ex Benth.) is one such species, considered at risk/near
threatened. Somatic embryogenesis in plants represents an alternative for the
large-scale production of elite individuals. This study aimed to evaluate the effect
of growth regulators and their concentration on the formation of somatic embryos
in Tipa colorada. Proembryogenic masses obtained during the callus formation
phase were isolated in MS culture medium containing TDZ, 2,4-D, and NAA and
transferred to embryo formation culture media. Two assays were performed to
evaluate: 1) the effect of Kin and BAP on the morphology and histology of the
formed structures; and 2) the effect of four concentrations of BAP and a culture
medium without growth regulators on callus mass increase and somatic embryo
formation. Evaluations were performed after 45 days of culture. Different stages
of embryonic development were observed: globular, heart, torpedo, and
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cotyledonary. Fused embryos, embryos with an abnormal number of cotyledons,
and fused cotyledons were also observed. Secondary embryogenesis was
recorded. The embryogenic structures obtained from callus formation with TDZ
multiplied adequately in a culture medium with 4.40 pM and 13.20 uM of BAP,
and well-differentiated embryos were obtained.

Keywords: plant growth regulators, somatic embryogenesis, tipa colorada
INTRODUCCION

La poblaciéon de la tierra estd aumentando considerablemente, ello conlleva una
importante presion sobre los recursos naturales. El sector de la produccién
forestal se encuentra sometido a una demanda creciente de productos, lo cual
conduce a una fuerte deforestacién en diversas areas del planeta. En Argentina,
en la Selva de las Yungas, la region de la Selva Pedemontana es el piso altitudinal
de clasificaciéon vegetal con mayor nimero de especies de valor maderable. Las
especies mas buscadas en este piso son: Roble (Amburana cearensis AC Smith),
Cedro Oran (Cedrella angustifolia Sessé & Moc. ex DC.), Palo Blanco
(Callycophyllum multiflorum Griseb.), Palo Amarillo (Phyllostylon rhamnoides
(Poiss.) Taub.), Afata (Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud.), Urundel
(Astronium urundeuva M.Allemdo), Tipa colorada (Pterogyne nitens Tul. Ex
Benth.), Cebil Moro (Anadenantera macrocarpa (Benth.) Brenan), etc. Debido al
uso extractivo no planificado, algunas de estas especies estan en peligro de
extincion o amenazadas.

La tipa colorada, en los Ultimos afios ha sido catalogada por la IUCN (International
Union for de Conservation of Nature) como bajo riesgo/casi amenazada (IUCN,
2015). Pertenece a la familia Leguminosae, es una especie de distribucidon
geografica restringida, con estado de conservacion regular, medianamente
competitiva bajo condiciones de escasa iluminacion y elevada competencia
radicular, con buena regeneracion natural cuando se encuentra en areas abiertas.
En la region del noroeste argentino, la reforestacién con especies nativas, es una
practica casi inexistente y todas las experiencias estan centradas en la plantacion
de especies exoticas de rapido crecimiento, lo que se traduce en una pérdida de
biodiversidad. Por ello, es prioritario desarrollar nuevas técnicas que
complementen los métodos tradicionales de propagacién, las que deben ser
eficientes en la produccion de plantines para su utilizacion en planes de
reforestacion, en sistemas silvoagricolas.

La embriogénesis somatica (ES) es una técnica con una amplia posibilidad de
aplicaciones, ya sea en el mejoramiento genético de especies forestales, la
propagacion de especies recalcitrantes o de alto valor en peligro de extincién
(Pijut et al., 2011).

Mediante la embriogénesis somatica se pueden obtener embriones a partir de
células somaticas desde cualquier tipo de tejido (no sexual), lo que hace mas
eficiente la produccién masiva de plantas in vitro, debido a la naturaleza bipolar
del embrién y sus altos coeficientes de multiplicacion en cortos periodos de
tiempo. Sus desventajas radican en el desconocimiento que existe sobre los
parametros que regulan este proceso, siendo aun limitado el nUmero de especies
donde se informa una ES eficiente y que permita el uso repetible del método para
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beneficio biotecnoldgico (Quiroz et al., 2006). La ES incluye la induccion,
formacion, maduracién de los embriones somaticos, germinacién y conversion en
plantulas; cada una depende del genotipo de la planta progenitora, del tipo y del
estado fisiolégico del explante, de los reguladores de crecimiento y de las
condiciones del cultivo, entre otros factores (Corredoira et al., 2012; Corredoira
et al., 2015). Existen dos tipos de ES in vitro: directa e indirecta. Por su parte, la
via directa involucra la formacién de embriones somaticos en una parte del
explante, a partir de células embriogénicas predeterminadas, sin la formacion
previa de callo. La indirecta implica una fase intermedia de callo, en la que las
células cambian su competencia genética a la expresion embriogénica y se induce
la formacién de proembriones, los cuales evolucionaran a embriones somaticos al
ser transferidos a un medio de cultivo con menores concentraciones de
reguladores de crecimiento (von Arnold et al., 2002).

La ES por su potencial para la propagacién masiva, ha sido utilizada para la
propagacion de varias especies forestales, industriales, medicinales, entre otras.
En tipa colorada se lograron inducir exitosamente masas proembriogénicas desde
explantes cotiledonares (Vacca et al., 2014). Sin embargo, se requiere continuar
el proceso de embriogénesis somatica y para ello el presente trabajo tuvo como
objetivo evaluar el efecto de reguladores de crecimiento y su concentracion, en
la formacién de embriones somaticos de esta especie.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

A partir de la germinacion in vitro de semillas maduras de tipa colorada,
recolectadas en la localidad de Oran, Salta, Argentina (23°08°S 64°20°0), se
obtuvieron plantas in vitro, de las que se extrajeron explantes cotiledonares.

Formacion de callos

Los explantes cotiledonares, se colocaron en medios de cultivo para la formacion
de callos con estructuras embriogénicas. Se formularon cuatro tratamientos sobre
la base salina del medio de cultivo propuesto por Murashige y Skoog (1962)
enriquecido con 2,4-D (acido 2,4 diclorofenoxiacético) en concentraciones de
107.41 y 180.99 uM y ANA (acido naftalenacético) en concentracién de 80.56 uM,
segun protocolo descripto por por Vacca et al. (2014). Al cuarto tratamiento se
adicioné TDZ (Thidiazuron) (Sigma®) en concentracion de 27.24 pyM. Todos los
medios de cultivo contenian 6 g I'! de agar (Sigma®), 0.1 g It de mio-inositol, 0.5
g It de caseina hidrolizada (Sigma®), 30 g I'! de sacarosa y vitaminas de MS.

Condiciones de cultivo

El pH en todos los medios de cultivo se ajusté a 7, por medio de la adiciéon de HCI
o NaOH, luego fueron esterilizados en autoclave a 121°C, 1.2 kg cm™ de presion,
durante 20 minutos. Para la formacion de callos, los cultivos se incubaron en
camaras de cultivo, en oscuridad a 25 £ 2°C, durante 20 dias. Se realizaron
subcultivos cada 10 dias.
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Bajo condiciones asépticas, a partir de callos con estructuras embriogénicas, se
aislaron masas proembriogénicas (MPEs), que se utilizaron como fuente de
explante para la evaluacion del efecto de los medios de cultivo en la formacién de
embriones.

Formacion de embriones somaticos

Se evaluaron siete medios de cultivo de formacion de embriones somaticos,
denominados PES 1 al 7, a los que se le adicion6 Kinetina (Kin) a 2.32 uM (PES
1) y 6-bencilaminopurina (BAP) en distintas concentraciones (PES 2 al 6), también
se generd un tratamiento sin reguladores de crecimiento (PES 7) (Tabla 1). Los
medios de cultivo se formularon sobre la base de MS al 100% de su concentracién
salina, solidificado con 6 g I'* de agar (Sigma®), con 0.1 g It de mio-inositol,
vitaminas de MS y 30 g I'! de sacarosa. La esterilizacién se realizd segin
descripcion previa, los cultivos se incubaron en camara de crecimiento a 25 +
2°C, bajo iluminacién fluorescente de 25 pmol m2 s con un fotoperiodo de 16
horas, con subcultivos cada 10 dias.

Tabla 1. Medios de cultivo para la formacién de embriones somaticos de
Pterogyne nitens Tul. Reguladores de crecimiento y concentraciones utilizadas.

Medio de Reguladores de crecimiento (uM)
cultivo Kin BAP
PES 1 2.32 -
PES 2 - 2.22
PES 3 - 4.40
PES 4 - 13.20
PES 5 - 26.4
PES 6 - 39.6
PES 7 - -

Con las MPEs obtenidas mediante la formacion de callos, sobre los siete medios
de cultivo, se realizaron dos ensayos:

Ensayo 1

Las MPEs, obtenidas de la formacion de callos con 2,4-D, ANA y TDZ, fueron
transferidas a los medios de cultivo PES 1 al 7 y se mantuvieron durante 45 dias.
Al finalizar este tiempo de incubacion, se analizé la morfologia e histologia de las
estructuras formadas. Para la histologia, las muestras fueron fijadas en FAA
(paraformaldehido al 40%, acido acético glacial y etanol al 96%) (1:1:9)(v/v/v)
y deshidratadas. Se realizaron cortes de secciones de 5 um de espesor con
micrétomo rotativo marca Microm HM 310, los que se tifieron con Safranina-Fast-
Green y posteriormente fueron observados y fotografiados bajo un microscopio
Carl Zeiss acoplado a un sistema de captura de imagenes.

Ensayo 2
Las MPEs obtenidas de la formacion de callos con 2,4-D y TDZ, fueron
transferidas, a los medios de cultivo PES 3, 4, 5,6 y 7 (Tabla 1) y se mantuvieron

4 https://revista.ibp.co.cu



Articulo original

Vacca et al.

Biotecnologia Vegetal, Vol. 24, 240815, 2024
Instituto de Biotecnologia de las Plantas. UCLV. MES.
elSSN 2074-8647, RNPS: 2154

durante 45 dias. Al final del periodo de cultivo, se evaluaron las siguientes
variables:

1) Aumento de la masa celular del callo

Se establecieron tres categorias de crecimiento mediante observacion visual de
los callos y una escala cualitativa:

A1l= Sin crecimiento (no se registré6 aumento de volumen inicial),

A2= Poco crecimiento (aumenta menos del 50% del volumen inicial) y

A3= Mucho crecimiento (aumenta mas del 50% del volumen inicial).

2) Formacion de embriones somaticos

Se definieron tres categorias mediante observacion del desarrollo morfoldgico de
las estructuras formadas con un estereomicroscopio equipado con una camara
digital. Los explantes se categorizaron seglin el nimero de embriones formados
mediante la escala:

Cl= 1-5 embriones/mm? de area de explante,

C2= 6-10 embriones/mm? de area de explante y

C3= mas de 20 embriones/mm? de area de explante.

Disefio experimental y analisis estadistico

Para evaluar el efecto de los tratamientos, durante la formacion de embriones
somaticos, se establecié un disefio experimental completamente al azar. La
unidad experimental correspondid a un frasco, que contenia cuatro callos con
estructuras embriogénicas provenientes de la fase de formacion de callos. Cada
tratamiento contd con 10 unidades experimentales y cada ensayo se replico tres
veces. Se utilizd el programa Infostat (Di Rienzo et al., 2011) y la prueba H de
Kruskall Wallis (p<0.05) para comparar las medias de tratamientos.

RESULTADOS Y DISCUSION
Formacion de callos

A los 20 dias de cultivo, el 2,4-D promovié en las dos concentraciones, la
formacion de callos las cuales comenzaron en las zonas de corte de los segmentos
cotiledonales empleados como explantes. Se observaron callos de consistencia
fragil, pequefios y de coloracion amarillenta o blanco amarilla (Figura 1 A). En los
tratamientos con ANA la presencia de callos con estructuras embriogénicas fue
escasa. Las auxinas, generalmente 2,4-D, se requieren para la formacién de callo,
aunque su efecto puede potenciarse en combinacion con una baja cantidad de
citocinina, como BAP, TDZ o kinetina (Rathore et al., 2012). La eleccién del
explante inicial y de los reguladores de crecimiento son dos factores de mayor
importancia en la embriogénesis somatica (Guan et al., 2016). El tipo y la
concentracién de auxinas es un factor critico para la induccién. La aplicacion
exogena de auxinas induce una respuesta embriogénica, que esta asociada con
un incremento de la actividad de genes de biosintesis de AIA (Méndez et al., 2019;
Fambrini et al., 2022).

La inclusion de TDZ en el medio de cultivo derivé en la formacion de callos con
estructuras embriogénicas. Se observaron masas proembriogénicas bien
definidas. Los callos formados eran de naturaleza friable, de mayor tamafio que
los obtenidos con 2,4-D, sin signos de oxidacion (Figura 1 B). El TDZ puede actuar
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en la formacion de callos de dos formas: con efecto de citocinina, en la
diferenciacion y multiplicacién celular, o con una accién similar a las auxinas, y
actuar en la induccion de la competencia embriogénica (Singh et al., 2013). Por
otro lado el TDZ puede actuar como un potente elicitor en la produccién de etileno
enddgeno, que puede estimular la multiplicacion celular y el incremento en la
masa callosa (Feng et al., 2012).

Figura 1. Callos de Pterogynes nitens Tul. provenientes de medios de cultivos
con: A) 2,4-D (107.41 pM), callo de color blanco- amarillento (barra= 200 pm);
B) TDZ (27.24 pM), callo de color amarillo (barra= 1 mm).

La induccidon de embriogénesis somatica depende del estado de desarrollo de la
planta, de su genotipo, del estado de desarrollo del tejido del que se toma el
explante, del medio de cultivo en el que se conduce la embriogénesis y del
tratamiento inductor que se aplica. En tipa colorada, los segmentos cotiledonares,
utilizados como explantes, cultivados en medios de cultivo con regulador de
crecimiento como 2,4-D o TDZ, respondieron al tratamiento para la formacion de
callos con estructuras embriogénicas.

Formacion de embriones

Ensayo 1

A la semana de la introduccion de las MPEs en los medios de cultivo para la
formacion de embriones (PES 1 y PES 2), se manifesté un aumento de tamafio
tanto en sentido longitudinal como radial, que dio lugar a una continua
multiplicacion celular. Se observé la aparicién de estructuras celulares
redondeadas de color blanco opaco y cristalinos, que recubrian totalmente el
explante (Figura 2 A).

Los proembriones formados en la fase de formacién de callos, en los medios de
cultivo con 2,4-D en concentracién de 107.41 pM y ANA (80.56 uM), inoculados
en el medio de cultivo PES 1 a PES 7, presentaron oxidaciones (Figura 2 B). Uno
de los problemas mas importantes en el cultivo de tejidos de especies forestales
es la fenolizacion por ser la principal causa de oxidacion (Gémez, 2007). Se
presenta una alta frecuencia de fenolizaciéon, como respuesta del explante a la
herida, por liberacién de polifenoles al medio de cultivo lo cual afecta la
regeneracién y supervivencia de los explantes. Las especies reactivas de oxigeno,
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tales como radical superdxido (O;), peroxido de hidrogeno (H:0:), radical
hidroxilo (OH") y radical peroxilo (ROz), pueden reaccionar facilmente con la
mayoria de las biomoléculas y producir el oscurecimiento y necrosis de los tejidos
vegetales, lo que genera un estado de estrés oxidativo que afecta la regulaciéon
de la funcion celular e inhibe el crecimiento o provoca muerte celular del tejido
vegetal (Dan, 2008).

Figura 2. Callos con estructuras embriogénicas en Pterogynes nitens Tul., en
medio de cultivo PES 1 (2.32 uM kin). A) Tratamiento de formacién de callos con
2,4-D, 180.99 uM (barra= 1 mm). B) Oxidacion de los explantes provenientes del
tratamiento de formacion de callos con 2,4-D, 107.41 pM (barra= 0.5 mm).

En las masas proembriogénicas proveniente de la formacidn de callos con 2,4-D
a 180.99 pM, incubada en el medio de cultivo PES 2 (2.22 uM BAP), se observo
el proceso de histodiferenciacion (Merkle et al., 1995; Fambrini et al., 2022). Se
distinguieron embriones en el estadio globular a torpedo (Figura 3 A). En
secciones transversales, se registré que la elongacion de la protodermis permitio
pasar de la simetria radial propia del embridon globular a la simetria bilateral
(Figura 3 B), y se evidencié un correcto desarrollo de los embriones somaticos
(Kaur et al., 2018).

A

Figura 3. Secciones histoldgicas de callos con estructuras embriogénicas en
Pterogynes nitens Tul., en medio de cultivo PES 2 (2.22 uM BAP). A) Embriones
en estadios globular (Eg) y torpedo (Et) proveniente de la formacién de callos con
2,4-D a 180.99 uM. B) Detalle de una estructura embrionaria alargandose,
totalmente desprendida del callo.

7 https://revista.ibp.co.cu



Articulo original

Vacca et al.

Biotecnologia Vegetal, Vol. 24, 240815, 2024
Instituto de Biotecnologia de las Plantas. UCLV. MES.
elSSN 2074-8647, RNPS: 2154

Los callos con estructuras embriogénicas obtenidas con TDZ e incubados en PES
3 (4.40 pM BAP), generaron estructuras donde se observaron embriones en
distintas etapas ontogénicas: globular, acorazonado, torpedo y cotiledonar
(Figura 4 A), similares a las etapas de la embriogénesis cigética (Dodeman et al.,
1997). Se observo el estadio de corazéon (Figura 4 A), donde los cotiledones
aparecen como un grupo de pequefias células isodiamétricas en la periferia de la
region terminal del embridon y continian el proceso hasta la presencia de
embriones en estado torpedo, donde el embridn se alarga y comienza la formacion
del meristemo apical y radical. El transporte polar de auxinas, comienza en
estadios tempranos del estado globular y contribuye a la diferenciacién de
elementos de conduccién (Fambrini et al., 2022) (Figura 4 B).

Figura 4. Histodiferenciacion en callos con estructuras embriogénicas en
Pterogynes nitens Tul., en medio de cultivo PES 3 (4.40 pM BAP), de callos
formados con 27.24 uM de TDZ. A) Embriones en estadios: globular (Eg), torpedo
(Et), acorazonado (Ea) y cotiledonar (Ec). B) Diferenciacion de células
conductoras (Cc) proximas a células meristematicas.

La observacion de todas las etapas demostréd la asincronia del proceso
embriogénico, lo cual se ha registrado en otras especies como Araucaria
angustifolia (Bertol.) Kuntze (Guerra et al., 2016).

En los explantes en medio de cultivo con ANA se formaron callos compactos, sin
estructuras embriogénicas, con intensa oxidacion, la que continud en el medio de
cultivo de formacién de embriones, y condujo a su muerte. Los resultados
mostraron que el tipo de regulador de crecimiento utilizado en la formacion de
callos, TDZ o 2,4-D, induce a que células somaticas sean competentes para llevar
a cabo la formacion de los embriones somaticos (Fambrini et al., 2022).

Ensayo 2

El tipo de regulador de crecimiento utilizado durante la formacién de callos influyo
sobre el aumento de la masa celular de los explantes incubados en el medio de
cultivo de formacion de embriones con BAP en distintas concentraciones (PES 3 a
PES 6). Se detectaron diferencias significativas entre tratamientos (H=28.68
p<0.0211).
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Las MPEs que provenian de la formacion de callos con TDZ, transferidos a
cualquiera de los tratamientos con BAP (PES 3 a PES 6), respondieron con un
mayor aumento de la masa celular. PES 3 fue el tratamiento que proporcioné el
mayor rango de categoria de crecimiento y se ubicé entre las categorias A2 (Poco
crecimiento, aumenta menos del 50% del volumen inicial) y A3 (Mucho
crecimiento, aumenta mas del 50% del volumen inicial) (Figura 5 A), con un
incremento de 40% el volumen celular inicial.

Una respuesta similar con TDZ, se registré en la variable categoria nimero de
embriones. PES 3 y PES 4 fueron los tratamientos que permitieron obtener un
mayor numero de embriones (5 a 10 embriones/mm?2), con diferencias
significativas con respecto al resto de los tratamientos (H=32.57 p<0.0111)
(Figura 5 B). Durante la fase de formacién de embriones, de la ES de varias
especies, se han utilizado diferentes concentraciones y combinaciones de
reguladores de crecimiento. Por ejemplo, en narciso (Narcissus jonquilla L.),
Anbari et al. (2007), obtuvieron mayor numero de embriones somaticos
globulares al utilizar el medio de cultivo de MS con 2,4-D (7.23 uM), BAP (7.04
MM) y acido giberélico (AGs) (1.44 uM). Igualmente, en Agave tequilana Weber
cultivar azul, se estimuld la formacion de embriones somaticos al aumentar la
concentracién de BAP de 44 a 66 uM (Portillo et al., 2007).

Durante la fase de formaciéon de embriones, los callos formados con 2,4-D a
180.99 uM no presentaron diferencias entre tratamientos para las variables
categoria de crecimiento y categoria nimero de embriones.
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Figura 5. Efecto de medios de cultivo sobre el crecimiento de callos con
estructuras embriogénicas y la formacion de embriones somaticos de Pterogynes
nitens Tul. A. Crecimiento de las masas proembriogénicas (A1, A2, A3) y B.
Formacion de embriones (C1, C2, C3), provenientes de explantes inducidos a la
formacién de callos con 2,4-D a 180.99 pM y TDZ e incubados en medios de
cultivo con BAP en concentraciones de 4.40 uM hasta 39.60 uM (PES 3 a PES 6).
Al= Sin crecimiento (no se registr6 aumento de volumen inicial), A2= Poco
crecimiento (aumenta menos del 50% del volumen inicial), A3= Mucho
crecimiento (aumenta mas del 50% del volumen inicial); C1= 1-5 embriones/mm?
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de area de explante; C2= 6-10 embriones/mm? de area de explante y C3= mas
de 20 embriones/mm? de area de explante. Letras diferentes sobre barras indican
diferencias significativas segun la prueba H de Kruskall Wallis (p<0.05).

En el presente trabajo, a los 45 dias, las MPEs formadas con TDZ a 27.24 uM,
cultivadas en los medios de cultivo PES 3 y PES 4 (4.40 uM y 13.20 uM de BAP),
generaron embriones bien definidos (Figura 6 A). Generalmente, la formacion de
los embriones somaticos ocurre en varias etapas durante la fase de induccidn,
que varian dependiendo de las especies y de condiciones fisioldgicas todavia
desconocidas (Corredoira et al., 2019). Después de obtener el callo con
estructuras embriogénicas se requiere la multiplicacién de las estructuras y lograr
el desarrollo de los embriones (Guerra et al., 2016).

En el medio de cultivo PES 4, se registré una germinacién precoz de embriones
somaticos, y se evidencio el desarrollo del vastago (Figura 6 B).

Figura 6. Embriogénesis somatica en Pterogyne nitens Tul., proveniente de la
formacion de callos con TDZ a 27.24 uM, A) Embriones somaticos en medio de
cultivo PES 3 (4.40 uM BAP), barra= 0.25 mm. B) Embriones somaticos en medio
de cultivo PES 4 (13.20 uM BAP), barra= 0.5 mm.

En el medio de cultivo PES 7 (sin reguladores de crecimiento), a diferencia de lo
registrado en otras especies, no se observé crecimiento de las MPEs. Por ejemplo,
en el género Persea, se diferenciaron embriones somaticos después de tres
semanas en medio de cultivo basal MS, sin reguladores de crecimiento y
solidificado con agar (5 g I'!) (Vidales et al., 2003). En Dendrocalamus hamiltonii
Nees et Arn. Ex Munro. (Godbole et al., 2002), los embriones se multiplicaron con
éxito en un medio de cultivo sin reguladores de crecimiento y crecieron hasta
obtener plantulas normales. En Drimiopsis kirkii Baker, una concentracion alta de
2,4-D (5.33 pM) en el medio de cultivo redujo la embriogénesis somatica y
aumento la formacion de callos, pero al transferirlo a un medio de cultivo sin
reguladores de crecimiento, solo se registré la formacién de raices (Lan et al.,
2009).

Durante el cultivo de embriones somaticos en medio de cultivo PES 3 (4.40 uM
BAP), se observaron anomalias tales como embriones fusionados, con un niumero
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anormal de cotiledones o cotiledones soldados. Los embriones somaticos con
anormalidades morfoldgicas no superaron el 20%. Estas alteraciones han sido
informadas en otras especies; por ejemplo, en Azadirachta indica A. Juss.
También se observaron anormalidades morfoldgicas, tales como pluricotiledones,
fusidén o ausencia de cotiledones (Chaturvedi et al., 2004). Segun Ettienne et al.
(1993) estas anomalias se relacionan con la presencia de auxinas en el medio de
cultivo o con desequilibrios en los niveles internos de acido abscisico (ABA) y acido
indolacético (AIA).

Por otra parte, en el medio de cultivo PES 4 (13.20 uM BAP), las MPEs
provenientes del tratamiento con 2,4-D en concentraciones de 180.99 uM vy los
provenientes de TDZ, presentaron embriogénesis secundaria (Figura 7). La
embriogénesis secundaria, estd asociada a un aumento en el nivel de auxinas
exdgenas, en un determinado momento de la histodiferenciacién, que no permite
avanzar mas alla de la etapa globular (Parrot, 2002). La formacién de embriones
secundarios, puede darse a partir del eje principal del embrién o en la zona del
suspensor (Gavish et al., 1992) y puede contrarrestarse al disminuir los niveles
de auxinas en los medios de cultivo o suprimirlos completamente, ya que estos
estimulan la division de células embriogénicas que permanecen en estado de
latencia en las paredes del eje principal o de las células del suspensor (Nomura y
Komamine, 1995). Las auxinas como el 2,4-D, constituyen el factor mas asociado
a la multiplicacion continua de las células embriogénicas. Una vez que se han
obtenidos células embriogénicas, la presencia continua de este regulador de
crecimiento inhibe el desarrollo normal y la maduracién del embrion somatico y
si el nivel de auxinas es muy alto se inicia un nuevo ciclo de produccion de
embriones somaticos; si los niveles disminuyen o se eliminan se produce el
crecimiento y eventual maduracion de los embriones somaticos (Parrot, 2002). El
TDZ exhibe efectos tanto de auxina como de citocinina, lo que explica su amplia
versatilidad en aplicaciones in vitro e in vivo (Dinani et al., 2018).

Figura 7. Embriogénesis secundaria (Esr) en embriéon somatico de Pterogyne
nitens Tul. A) Embrién proveniente de callos formados con TDZ, y colocado en
medio de cultivo PES 4(13.20 uM BAP), barra= 1 mm. B) Embriogénesis
secundaria en embridon somatico, proveniente de callos formados con 2,4-D a
180.99 pM y colocado en medio de cultivo PES 4, la flecha indica el nuevo
embrion, iniciando su formacion.
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Se observo que las MPEs, obtenidas con TDZ y cultivadas en un medio de cultivo
con BAP en concentraciones de 4.40 y 13.20 uM, causaron mayor impacto en la
respuesta embriogénica.

El TDZ estimuld la embriogénesis somatica repetitiva, al igual que en Azadirachta
indica (Artigas y Fernandez da Silva, 2015), donde el empleo de este regulador
aumento el nimero de embriones secundarios por embrion primario. Se ha
informado que el TDZ podria sustituir a las auxinas y citocininas requeridas para
la formacion de embriones somaticos (Daigny et al., 1996). Los embriones nuevos
crecen fusionados sobre los embriones originales y estos a su vez generan mas
embriones lo que conduce en el proceso a un ciclo repetitivo, se forman masas
embriogénicas que no diferencian a embriones y se limita su individualizacién y
desarrollo independiente. Los reguladores de crecimiento son determinantes en
la respuesta embriogénica ya que estos interactian con los niveles hormonales
enddgenos y en algunos casos las respuestas estan determinadas por la accion
conjunta de dos o mas reguladores (Fambrini et al., 2022).

CONCLUSIONES

Las condiciones experimentales ensayadas permitieron la formacién de embriones
somaticos de tipa colorada. Se observaron distintos estadios embrionarios:
globular, acorazonado, torpedo y cotiledonar. Para obtener una adecuada
respuesta los callos con estructuras embriogénicas formados con TDZ, deben ser
transferidas a un medio de cultivo con 4.40 uM o 13.20 uM de BAP. La obtencién
de embriones somaticos en esta especie forestal tiene gran importancia, no solo
econdmica sino también de preservacion de esta especie amenazada.
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