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RESUMEN

El cultivo de la soya representa una de las principales fuentes de aceite vegetal y concentrado proteico a nivel
mundial. Las técnicas de cultivo de tejidos constituyen una herramienta para el mejoramiento genético en soya,
sin embargo, las metodologias establecidas presentan baja eficiencia, son especificas para determinados genotipos
y no existen para variedades cubanas. Por esta razén, se requiere establecer una metodologia de regeneracion de
plantas via embriogénesis somatica que sirva de base para programas de transformacion genética. El objetivo de
este trabajo fue obtener embriones somaticos en la variedad Incasoy-27 a partir de cotiledones inmaduros. Para
ello, se determind el efecto de la longitud de los cotiledones inmaduros y se describié la morfologia de los
embriones somaticos. Los embriones somaticos se obtuvieron en medio de cultivo MSD40 compuesto por las
sales de Murashige y Skoog, 40mg.I"' de acido 2,4-diclorofenoxiacético, vitaminas B5, 3.0% sacarosa, pH 7.0y
Gelrite 0.3% a partir de cotiledones inmaduros de 2.0 a 4.0 mm de longitud en condiciones de luz artificial. Fue
posible formar embriones por embriogénesis somatica directa y de alta frecuencia en soya variedad Incasoy-27 en
todos los tratamientos. El 77% de los cotiledones de tres y cuatro milimetros formaron embriones somaticos.
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ABSTRACT

The soybean crop is a major source of vegetable oil and protein concentrate worldwide. The tissue culture
techniques are a tool for genetic improvement in soybean, however, established methodologies have low
efficiency and are specific to certain genotypes but not for Cuban varieties. Then, it is necessary to establish
amethodology for plant regeneration via somatic embryogenesis as a basis for genetic transformation programs.
The aim of this study was to obtain embryos in variety Incasoy-27 from immature cotyledons. The effect of
immature cotyledon size was determined and morphology of somatic embryos was evaluated. The embryos
were obtained in MSD40 culture medium containing Murashige and Skoog salts, 40mg.I"' 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid, vitamin B5, 3.0% sucrose, pH 7.0, and Gelrite 0.3%, from immature cotyledons
of 2.0 to 4.0 mm long, in artificial light conditions. Embryos formation in soybean variety Incasoy-27 was
achieved by direct somatic embryogenesis and with a high frequency in all treatments. The 77% of cotyledons
of three to four millimetres formed somatic embryos.
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INTRODUCCION su cultivo (Ortiz et al., 2004). Ademas de sus

multiples usos, representa una importante

La soya (Glycine max), constituye uno de los
10 cultivos de mayor importancia econémica
en el mundo, debido a su alto contenido en
proteinas (40%), aceite vegetal (20%),
carbohidratos, vitaminas y metabolitos
secundarios (Sakthivelu et al., 2008).

En Cuba, la soya ha cobrado auge, siendo cada
vez mas extensas las superficies dedicadas a

alternativa econdémica para la alimentacion
humana y animal (Marrero et al., 2004).

La variedad Incasoy-27, fue obtenida en el
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas de La
Habana, Cuba, a partir de hibridacién natural
ocurrida en la variedad Brasilefia BR-32 y
muestra integralmente buenas cualidades para
la siembra en época de primavera con
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rendimientos productivos de 3.0 t.ha'y 37.3%
de proteina bruta (Ponce et al., 2003).

Es un cultivo autopolinizable con 0.04 a 1.0%
de fecundacion cruzada, lo cual limita la
variacion genética entre variedades. Por ello,
las técnicas biotecnolégicas constituyen una
herramienta importante en programas de
mejora genética (Radhakrishnan 'y
Ranjithakumari, 2007).

El primer paso para el mejoramiento genético
de los cultivos mediante técnicas
biotecnoldgicas, es contar con un eficiente
sistema de regeneracion de plantas a partir del
cultivo de células y tejidos (Haliloglu, 2006). En
soya, las vias de regeneracion empleadas son
basicamente la embriogénesis somatica a
partir de semillas inmaduras y la organogénesis
a partir de nudos cotiledonales, mediante
complejas y prolongadas metodologias (Xiao-
Hong y Tian-Long, 2008).

La regeneracién de plantas via embriogénesis
somatica en soya fue informada por primera
vez por Christianson et al. (1983). Desde
entonces, muchos progresos se han logrado,
lo cual indica que la etapa mas importante en
el proceso de regeneracion es la formacion del
embrion somatico (Santarém et al., 1997;
Meurer et al., 2001; Walker y Parrott, 2001).
Ademas, tanto la eficiencia de formaciéon como
la frecuencia de conversion de los embriones
somaticos en plantas, es dependiente de la
variedad (Donaldson y Simmonds, 2000; Van
etal., 2008).

Aunque a nivel internacional se han regenerado
plantas de soya via embriogénesis somatica,
no se han establecidos metodologias de
regeneracion para variedades cubanas, que se
requieren como base para el desarrollo de
protocolos de transformacién genética.

Por lo antes expuesto, el objetivo de este
trabajo fue formar embriones somaticos de
soya en la variedad cubana Incasoy-27 a partir
de cotiledones inmaduros.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se tomaron semillas maduras de la variedad
Incasoy-27, y se sembraron en bolsas de
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polietileno (26x36cm) que contenian como
sustrato materia organica y zeolita (3:1).

Alos 20 dias posterior a la antesis de la flor, se
cosecharon las vainas que contenian semillas
inmaduras entre 3.0 a 5.0mm de longitud, las
cuales fueron usadas como fuente de explante
acorde con lo referido por Santarém y Finer
(1999).

Desinfeccién

Para la desinfeccion de las vainas, primero se
lavaron con agua corriente y detergente
comercial. Luego fueron sumergidas en etanol al
70% (v/v) durante 20 segundos y posteriormente
se lavaron tres veces con agua destilada estéril.
Finalmente, en la cabina de flujo laminar se realizd
una inmersién en hipoclorito de sodio (2.0%)
(v/v) durante diez minutos y cuatro enjuagues
con agua destilada estéril.

La testa de la semilla se retir6 y se separaron
los dos cotiledones que se clasificaron segun
su longitud. Acorde con lo descrito por Tomlin
et al. (2002) se cortd la porcion final para
eliminar el eje embrionario en su totalidad antes
de transferirlos al medio de cultivo.

Formacion de embriones somaticos

Para la formacion de embriones somaticos, se
emplearon frascos de vidrio de 250ml de
capacidad que contenian 30ml de medio de
cultivo de induccion MSD40 (Finer y Nagasawa,
1988) constituido por: Sales MS (Murashige y
Skoog, 1962), sacarosa (3.0%), vitaminas B5
(Gamborg et al., 1968), 40mg.I"' de acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), 0.3% de Gelrite®
(Sigma) y se ajusto el pH (7.0) antes de
esterilizar por autoclave a 121°C y 1.2 kg.cm
de presion durante 20 minutos.

Los cotiledones fueron colocados con la
superficie adaxial en contacto con el medio de
cultivo. Los frascos fueron sellados con
Parafilm® e incubados en camara de luz
artificial a 22+2°C, fotoperiodo de 16 horas luz
proporcionada por lamparas fluorescentes de
luz fria de 40 W, con un flujo fotosintético de
fotones (FFF) (62 uE.m2.s"), durante 28 dias
de cultivo.

Los cotiledones fueron clasificados teniendo en
cuenta su longitud en tres tratamientos (T1=2mm);
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T2= 3mm; T3= 4mm). Se consider6 cada
cotideldn inmaduro como explante y se
colocaron cuatro por frasco (réplica
experimental) y diez frascos por tratamiento.

Se determiné el efecto de la longitud de los
cotiledones inmaduros sobre la formacién de
embriones somaticos. Las evaluaciones se
realizaron a los 14y 21 dias de cultivo, con empleo
de un microscopio estereoscopio (OLYMPUS)
para determinar: nimero de explantes que
formaron al menos un embrién somatico, numero
de embriones somaticos formados por explante
embriogénico. De manera visual se describieron
las caracteristicas morfolégicas de los embriones
somaticos.

Andlisis experimental

Se establecioé un disefio completamente al azar
por considerarse homogéneas las condiciones
de cultivo dentro de la camara de crecimiento
y como Uunica fuente de variacion los
tratamientos.

Los datos fueron procesados estadisticamente
mediante un analisis de varianza clasificacion
simple (ANOVA). Para comprobar la distribucion
normal de los datos se utilizé la prueba de
Kolmogorov-Smirnov y para la homogeneidad de
varianza la prueba de Levene.

Los datos del niumero de embriones somaticos
por frasco y explantes embriogénicos a los 14
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dias de cultivo que no cumplian los supuestos,
fueron procesados mediante un analisis de
varianza y la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis.

En el resto de los casos el grado de
significacion se determiné mediante la prueba
de rangos multiples de Tukey (p<0.05)
empleando el programa computacional SPSS/
PC version 16.0 para Window.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se logré la formacion de embriones somaticos
en la variedad Incasoy-27. A partir de los 14 y
21 dias de cultivo se observaron zonas de
coloracion pardo oscura sobre la superficie
abaxial y borde de los cotiledones con
embriogénesis somatica directa, de color
amarillo e independiente del tejido materno
(Figura 1).

Figura 1. Embriogénesis somatica directa en
Glycine max variedad Incasoy-27 a partir de
cotiledones inmaduros en medio de cultivo con
40mg.I"" de 2,4-D a los 21 dias de cultivo.

Se comprobd que la longitud de los cotiledones
influy6é sobre la formacion de los embriones.
Con explantes de 3 a 4 mm a los 14 dias se
incrementd significativamente en mas de un
20% la formacién de embriones con respecto
a los de 2mm y a los 21 en mas de un 35%
(Tabla 1).

Figura 1. Embriogénesis somatica directa en Glycine max variedad Incasoy-27 a partir de cotiledones inmaduros
en medio de cultivo con 40mg.I"" de 2,4-D a los 21 dias de cultivo.
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Tabla 1. Efecto de la longitud de los cotiledones inmaduros en la formacién de embriones somaticos en

Glycine max variedad Incasoy-27.

Longitud del No. explantes con embriones sométicos (%)
explante (mm) 14 dias 21 dias
2.0 4.17b 35.71b
3.0 27.27 a 77.27 a
4.0 24.07 a 77.78 a

Medias con letras diferentes en una misma columna difieren significativamente segin la prueba de Tukey
(p<0.05). Los datos refieren los valores medios por frasco de cultivo en cada tratamiento

Los cotiledones de embriones cigéticos inmaduros
han sido empleados anteriormente para obtener
embriones somaticos en soya (Parrott et al., 1988).

Resultados publicados por Santarém et al. (1997)
sobre el trabajo con la variedad Jack, una de las
mas estables para la embriogénesis somatica y
de alta eficiencia embriogénica a partir de
cotiledones inmaduros, obtuvieron la mayor
respuesta en la formacién de embriones
somaticos después de 21 dias de cultivo. Estos
autores observaron los primeros embriones
somaticos en los bordes de los cotiledones
después de 14 dias y a los 21 dias cubrian toda
la superficie del explante.

Se conoce que la longitud de los cotiledones es
un factor importante en la induccién de embriones
somaticos de soya. Hepher et al. (1988) al
estudiar los procesos iniciales durante el
desarrollo de meristemos embriogénicos en
cotiledones inmaduros de soya, observaron que
la presencia de 2,4-D en el medio de cultivo
condujo a la formacion de un tejido embriogénico
superficial asociado con la epidermis abaxial en
cotiledones de tres milimetros.

Sin embargo, el genotipo tiene también una gran
influencia. Hiraga et al. (2007) observaron
diferencias en la respuesta embriogénica de
diferentes variedades cuando emplearon
cotiledones entre cuatro y cinco milimetros. En
tres variedades japonesas (Nasushirome,
Hayahikari y Kitami Nagaha) se alcanzaron
frecuencias de induccion de embriones
somaticos en mas del 50% de los cotiledones,
mientras que en las variedades Yuuzuru,
Shimabara y Wase Midori, fue entre 40 y 50% y
en otras nueve variedades fue menor de 30%.
Sin embargo, bajo las mismas condiciones el
78% de los cotiledones de la variedad Jack
formaron embriones somaticos.

Por su parte, Klink et al. (2008) en la variedad
Williams, obtuvieron la mejor respuesta de

explantes embriogénicos en cotiledones de tres
milimetros de longitud con un 35% alos 14 dias y
un 90% a los 30 dias de cultivo; mientras que en
la variedad MiniMax, a los 14 dias de cultivo no
encontraron diferencias en la formacion de
embriones somaticos entre explantes de dos y
tres milimetros. Igual respuesta constataron a los
30 dias de cultivo donde observaron de 45 a 50%
de explantes embriogénicos.

La diferencia en la respuesta de los explantes
durante la formacion de embriones somaticos
puede estar determinada segun Hiraga et al.
(2007) por la interaccion entre el nivel de auxina
exogena y enddgena del tejido, las condiciones
de cultivo, estado de desarrollo del explante y el
genotipo en particular, respondiendo cada explante
de manera distinta.

Igualmente, a los 14 dias de cultivo cuando se
cuantificd el nimero de embriones por explante
no se encontraron diferencias significativas entre los
explantes de 3 y 4mm vy si con los de 2 mm. Sin
embargo, a los 21 dias de cultivo no se constataron
diferencias entre los tratamientos (Tabla 2).

La capacidad de multiplicacién de los tejidos
embriogénicos no esta necesariamente
correlacionada con la frecuencia de formacion de
embriones somaticos (Simmonds y Donaldson,
2000).

Las condiciones fisiolégicas y el estado de
desarrollo del explante juegan un rol importante
en la embriogénesis somatica (Tae-Seok y
Korban, 2004). Segun, Tae-Seok et al. (2004),
diferencias observadas en la respuesta
embriogénica o no embriogénica, puede estar
influenciado por las condiciones de crecimiento
de la planta donadora y/o condiciones de cultivo
in vitro, como variaciones en la temperatura dentro
de las camaras de crecimiento, humedad y
proximidad a la fuente de luz, pudiendo en su
conjunto contribuir a variaciones en la respuesta
embriogénicas.
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Tabla 2. Efecto de la longitud de los cotiledones inmaduros sobre el numero de embriones somaticos por
frasco de cultivo y explantes embriogénicos en Glycine max.

Longitud del explante

No. embriones somaticos / explante (14 dias)

No. embriones somaticos

(mm) Media real Rangos medios / explante (21 dias)
2.0 0.25 7.50b 5.14
3.0 3.00 18.14 a 8.75
4.0 2.56 16.38 ab 7.53

Rangos medios con letras diferentes en la columna del No. embriones soméaticos por explante a los 14 dias
de cultivo difieren significativamente mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

Segun, Yang et al. (2009) el contenido
enddgeno de acido abscisico (ABA) se
incrementa con el tamafio del explante, y sus
niveles varian entre variedades. Estos autores
observaron que explantes de 4-5mm tenian la
mayor frecuencia de embriogénesis somatica,
debido a un contenido endégeno de ABAen un
nivel fisiolégicamente oOptimo para la
embriogénesis somatica.

Es conocido que la orientacion del explante
influye en el nimero de embriones somaticos
que se forman, lo cual ha sido descrito en soya.
Segun, Santarém et al. (1997) en estudios
previos usando diferentes condiciones de
cultivo, el numero promedio de embriones
somaticos por explante fue inferior a once.

Este mismo autor refiere que obtuvo como
promedio 44.20 embriones somaticos por
explante en la variedad Jack cuando estos
fueron colocados con el lado adaxial en contacto
con el medio de cultivo y solo cinco embriones
cuando fueron colocados con el lado abaxial.
Sin embargo, Hiraga et al. (2007) obtuvieron
menos de seis embriones por cotiledén en la
variedad Jack, cuando estos fueron colocados
con el lado adaxial en contacto con el medio
de cultivo.

En varios trabajos se ha inducido la formacion
de embriones somaticos en soya con 40mg.l"'
de 2,4-D. Sin embargo, Hiraga et al. (2007)
observaron en la variedad Fayette una
reduccién en la formacién de embriones
somaticos cuando emplearon 2,4-D (60-
80mg.I""), mientras en la variedad Japonesa
Susuyutaka se alcanzé la maxima eficiencia,
demostrando diferencias en la adaptabilidad
al cultivo de tejido entre variedades asiaticas
y americanas, influenciado por la sensibilidad
del tejido y los niveles enddgenos del
regulador de crecimiento que activan

elementos ruta

embriogénica.

importantes de la

La presencia de altas concentraciones de
2,4-D en el medio de cultivo es una de las
causas de diversas anomalias en la
morfologia de los embriones somaticos en
soya, lo cual ha sido descrito por diversos
autores (Buchheim et al., 1989).

Las masas embriogénicas a los 30 dias de
cultivo, se caracterizaron por ser compactas,
producir embriones somaticos normales, asi
como, embriones somaticos anormales que
mostraban morfologias en forma de copa,
trompeta y policotiledonal (Figura 2) en
diferentes etapas de desarrollo.

Estos resultados concuerdan con los publicado
por Fernando et al. (2002) quienes encontraron
embriones somaticos en soya con forma de
trompeta con un meristema radical normal y
ausencia del brote apical.

Con posterioridad Santos et al. (2006),
observaron en las rutas ontogénicas de los
embriones somaticos en etapa torpedo tenian
forma de trompeta, en el cual el procambium
estaba bien definido pero nunca fueron
detectados los brotes meristematicos apical y
radical. También, Hiraga et al. (2007),
observaron embriones somaticos en soya con
forma de copa, estructuras de cotiledones
fusionados, vestigios de hipocdtilos alargados,
entre otras deformaciones.

Por su parte Klink et al. (2008), refieren que en
la variedad MiniMax a los 14 dias en medio de
cultivo de induccion, se apreciaba la formacion
de embriones somaticos con morfologias en
forma de copa, lo cual no era evidente en la
variedad Williams, debido a altas
concentraciones de 2,4-D exdgeno.
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Figura 2. Embriones somaticos con morfologias anormales en Glycine max variedad Incasoy-27 a los 28 dias
de cultivo. (a) Forma de copa, (b) Forma de trompeta y (c) Forma policotiledonal.

En la literatura cientifica se plantea que tales
morfologias causan detrimentos en los
procesos de germinacion durante la
regeneracion de plantas. No obstante, en
trabajo publicado por Droste et al. (2001) estos
autores obtuvieron mediante suspensiones
celulares altos porcentajes de embriones
somaticos anormales en la variedad Bragg, de
los cuales el 79.10% fueron capaces de
germinar y convertir plantas normales.

Igualmente, Hiraga et al. (2007) al diferenciar
embriones somaticos en etapa cotiledonal,
observaron que 15-40%, mostraban
morfologias anormales disminuyendo la
eficiencia de conversién en plantas.

CONCLUSIONES

Fue posible formar embriones somaticos por
embriogénesis somatica directa en soya variedad
Incasoy-27 a partir de cotiledones inmaduros. Se
logré que el 77% de los cotiledones formara
embriones a los 21 dias de cultivo en explantes
de tres y cuatro milimetros.
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