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RESUMEN

Con el objetivo de establecer un medio de cultivo y determinar el tiempo de cultivo para la germinacion de embriones
somaticos de Swietenia macrophylla King, se realiz6 este trabajo. Embriones somaticos en etapa cotiledonal
fueron colocados en un medio de cultivo compuesto por la mitad de las sales MS. Se estudiaron tres concentraciones
de 6-BAP (0.2, 0.4 y 0.6 mg.I"), dos concentraciones de AG, (1.0 y 2.0 mg.I") y un medio de cultivo control sin
reguladores de crecimiento. En el medio de cultivo que se obtuvieron los mejores resultados, se estudio el efecto
del tiempo de cultivo (30, 60 y 90 dias de cultivo) sobre la germinacion de embriones somaticos. EI mayor niumero
de embriones somaticos con germinacion total se obtuvo en el medio de cultivo sin reguladores de crecimiento con
diferencias significativas con el resto de los tratamientos. Cuando se le adicionaron al medio de cultivo 0.6 mg.I"" de
6-BAP se presento6 el valor mas alto de embriones somaticos con embriogénesis secundaria. El aumento del
tiempo de cultivo a 60 y 90 dias incrementé significativamente la germinacion total de los embriones somaticos.
Estos resultados permitieron definir un medio de cultivo para la germinacion de embriones somaticos de Swietenia
macrophylla compuesto por la mitad de las sales MS sin reguladores de crecimiento con un tiempo de cultivo de 60
dias.
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ABSTRACT

With the objective to establish a suitable culture medium and to determine the optimum culture time for the germination
of somatic embryos of Swietenia macrophylla King, it was carried out these work. Somatic embryos at the cotyledonal
stage were placed in a culture medium formed by the half of the MS salts for their germination . three concentrations
of 6-BAP (0.2, 0.4 and 0.6 mg.I'"), two concentrations of AG (1.0 and 2.0 mg.I"") and a culture medium control without
growth regulators were studied. In the culture medium whefe the best results were obtained, the effect of the culture
time on the germination of somatic embryos (30, 60 and 90 days of culture) was studied. The major number of
somatic embryos with total germination was obtained in the culture medium without growth regulators, with significant
differences to the rest of the treatments. The highest value of somatic embryos with secondary embryogenesis was
presented when 0.6 mg.I"" of 6-BAP were added to the culture medium. The increase of the culture time to 60 and 90
days increased significantly the total germination of the somatic embryos. These results allowed to define a culture
medium for the germination of somatic embryos of Swietenia macrophylla King composed by the half of the MS salts
without growth regulators with a culture time of 60 days.
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INTRODUCCION

Dentro de las especies agroforestales de mayor
importancia para Cuba y el mundo se encuenta la
caoba. La acelerada disminucién de sus ejemplares
debido a la calidad de su madera y al alto valor
comercial de esta especie ha desencadenado la
busqueda de alternativas como la utilizacién de
técnicas biotecnoldgicas con vista a la propagacion
clonal in vitro (Medina y Sotolongo, 2004).

La morfogénesis via embriogénesis somatica es una
herramienta de gran utilidad para la propagacion
masiva de plantas ya que permite incrementar los
volumenes de produccion y disminuir los costos de
la misma. En especies lefiosas como la caoba donde
la propagacion por organogénesis ha tenido poco o

ningun desarrollo, debido a los grandes problemas
de contaminacion microbiana y a los bajos indices
de regeneracién de plantas in vitro, esta técnica
constituye un método alternativo para la
micropropagacion de esta especie.

Aunque en la mayoria de las referencias bibliograficas
sobre embriogénesis somatica de especies lefiosas
no se ofrece mucha informacion sobre la germinacion
y conversion en plantas de los embriones somaticos,
se sabe que las bajas tasas de regeneracién de
plantas son causadas por problemas en la
germinacion y conversion de los embriones somaticos
(Sarfraz et al., 2004; Vilchez et al., 2004).

Segun Parrot (2002) la histodiferenciacion,
maduracion desecacion y germinaciéon de los



18

embriones somaticos de angiospermas ocurren sin
la presencia de reguladores de crecimiento
exdgenos. Aun asi, muchos de los protocolos para
la embriogénesis somatica omiten una o mas etapas,
usan reguladores de crecimiento innecesarios, o
condiciones subdptimas de cultivo. Como resultado,
los embriones somaticos requieren el uso de
reguladores de crecimiento (generalmente citoquinina,
acido abcisico, o giberelina) antes de germinar.

En cultivos como la guayaba se ha registrado una
tasa de germinacion de los embriones in vitro de 82%
con el uso de 6-Bencilaminopurina (6-BAP) y un
analogo de brasinoesteroide (Biobras 6) en
concentraciones de 0.25 mg.I"" y 10 mg.l"
respectivamente, bajo condiciones de luz solar
(Vilchez et al., 2001). Sin embargo, en Swietenia
macrophylla King no se ha encontrado informacién
en la literatura cientifica consultada sobre la
germinacion de embriones somaticos.

Las necesidades de desarrollar la fase de germinacion
en la embriogénesis somatica de esta especie
decidieron la realizacién de este trabajo que persiguiod
el objetivo de establecer un medio de cultivo y
determinar el tiempo de cultivo para la germinacién de
embriones somaticos de Swietenia macrophylla King.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en el laboratorio de Propagacion
masiva del Instituto de Biotecnologia de las Plantas.

Material vegetal

Se utilizaron embriones somaticos en etapa
cotiledonal formados en un medio de cultivo
compuesto por la mitad de las sales Murashige y
Skoog (1962) (MS) suplementado con acido
nicotinico 1.0 mg.I"", piridoxina 1.0 mg.I"", 6-BAP 1.0
mg.I"" y sacarosa 3.0% , para lo cual se empled la
metodologia desarrollada por Collado et al. (2005).

Efecto del 6-BAP y el acido giberélico sobre la
germinaciéon de embriones somaticos de
Swietenia macrophylla King

Los embriones somaticos fueron situados en un medio
de cultivo de germinacion formado por la mitad de
las sales MS, al cual se le anadieron las vitaminas
MS 10 ml.I", 2.0 % de sacarosa, 3.0 g.I"" de Gelrite y
el pH fue ajustado a 5.8, antes del autoclaveado.

Se estudiaron tres concentraciones de 6-BAP (0.2,
0.4 y 0.6 mg.I'"), dos concentraciones de acido
giberélico (AG,) (1.0 y 2.0 mg.I") y se emple6 como
control un medio de cultivo sin reguladores de
crecimiento. Fueron evaluadas las siguientes
variables:

e Numero de embriones somaticos con

embriogénesis secundaria.

e Numero de embriones con germinacion total
(el embrion emite radicula y brote).

e Numero de embriones con germinacion parcial (el
embrion emite radicula o brote).

Efecto del tiempo de cultivo sobre la
germinaciéon de embriones somaticos de
Swietenia macrophylla King

Se estudio el efecto del tiempo de cultivo sobre la
germinacion de embriones somaticos de caoba (30,
60 y 90 dias de cultivo). Cada 30 dias los embriones
somaticos se colocaron en medio de cultivo fresco.
Para el desarrollo de este experimento se empled el
medio de cultivo del experimento anterior con el que
se obtuvieron los mejores resultados y se evaluaron
las variables: nimero de embriones con germinacion
total y nimero de embriones con germinacion parcial.

En ambos experimentos fueron colocados cinco
embriones somaticos por recipiente de cultivo (frascos
de vidrio de 250 ml de capacidad) y 20 frascos por
tratamiento, se realizaron cuatro repeticiones.

Los experimentos se desarrollaron en una camara de
cultivo con luz solar, a temperaturade 26.0°C+2.0 ycon
unaintensidad luminosa entre 48.0 y 62.5 pmol.m?s™.

Para el analisis de los resultados se utilizé el paquete
estadistico SPSS version 9.0 para Windows. Alos datos
se les realizaron ANOVA de clasificacion simple con
homogeneidad de varianza. Las diferencias entre las
medias fueron determinadas mediante la prueba de rangos
multiples de Duncan, para una significacion del 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del 6-BAP y el acido giberélico sobre la
germinaciéon de embriones somaticos de
Swietenia macrophylla King

Enlatabla 1 se puede observar que el mayor nimero
de embriones somaticos con germinacion total se
obtuvo en el medio de cultivo control con diferencias
significativas con el resto de los tratamientos. Los
valores de esta variable disminuyeron con el
incremento de las concentraciones de 6-BAP y no
se observo respuesta cuando se le afiadié al medio
de cultivo AG,.

Diversos autores han sefialado que la adicién de 6-
BAP al medio de cultivo incrementa la germinacion
total de los embriones somaticos (Barbén et al.,
2002; Vilchez et al., 2004). Sin embargo, en el caso
de la Swietenia macrophylla King, los datos obtenidos
indicaron que las concentraciones de 6-BAP afiadidas
al medio de cultivo afectaron negativamente la
germinaciéon de los embriones somaticos y se
demostrd que los mejores resultados en esta etapa
se presentaron en el medio de cultivo sin reguladores
de crecimiento.



Al igual que ocurrié con el numero de embriones
somaticos con germinacion total, el nimero de
embriones somaticos con germinaciéon parcial
disminuyd con el incremento de las concentraciones
de 6-BAP. Es importante destacar que en los
tratamientos donde se le agregé al medio de cultivo
AG, los embriones somaticos solamente emitieron
brotes y en el resto se formaron plantas completas.

Varios autores han mencionado que con el empleo
de bajas concentraciones (1.0 — 2.0 mg.I") de AG,
lograron romper el estado de latencia de los
embriones somaticos e incrementaron la germinacion
de los mismos en especies como: Hyophorbe
lagenicaulis (Sarasan et al., 2002), Siberian ginseng
(Choi et al., 2003) y Gossipyum hirsutum (Kumria
et al., 2003). Dicho criterio no fue corroborado en
este trabajo ya que las dos concentraciones de AG,
probadas (1.0 y 2.0 mg.I"") solo estimularon el
desarrollo de brotes en los embriones somaticos e
inhibieron la emision de raices.

Los resultados mencionados anteriormente
confirmaron el planteamiento de Parrott (2002)
relacionado con que la germinacién de los embriones
somaticos puede ocurrir sin la presencia de
reguladores de crecimiento.

Fueron observados valores altos para el numero de
embriones somaticos con embriogénesis secundaria
en todos los tratamientos, pero el mayor valor de esta
variable se alcanzé cuando se le adicionaron al medio
de cultivo 0.6 mg.I"" de 6-BAP (Tabla 1). Con este
resultado se demostrd que en la especie Swietenia
macrophylla King la embriogénesis somatica repetitiva
puede ocurrir en ausencia de auxina exdgena.

Cuando los embriones somaticos se pusieron en
contacto con el 6-BAP se multiplicaron e
incrementaron los valores de embriogénesis
secundaria. Este resultado coincidié con Parrott
(2002) que informé que existen especies donde la
embriogénesis repetitiva puede ocurrir en ausencia
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de toda auxina externa y que este ciclo puede ser
dificil o imposible de romper. Ademas, este mismo
autor sefialdé que los embriones somaticos estan
formados por células embriogénicas predeterminadas
que al ponerse en contacto con una citoquinina,
pueden dividirse de forma independiente y formar otros
embriones somaticos.

Efecto del tiempo de cultivo sobre la
germinaciéon de embriones somaticos de
Swietenia macrophylla King

Al comparar el efecto del tiempo de cultivo sobre la
germinacion de embriones somaticos de Swietenia
macrophylla King, se demostré que con el aumento
del tiempo de cultivo a 60 y 90 dias se obtuvieron los
mejores resultados respecto a la germinacion total
de los embriones somaticos. Estos tratamientos no
difirieron significativamente entre ellos, pero fueron
superiores al tiempo de 30 dias (Tabla 2).

Se comprobd que 30 dias en el medio de cultivo
para la germinacién no fueron suficientes para
lograr la germinacion de mas del 55% de los
embriones somaticos. Para incrementarla hasta
cerca de un 80% se necesito del doble o el triple
del tiempo de cultivo. Ello puede ser un indicativo
de que se requieren periodos de tiempo de cultivo
mas largos para completar la madurez fisiolégica
a un mayor numero de embriones somaticos.
Resultados similares fueron obtenidos por Tisserat
et al. (2000) los cuales plantearon que en
embriones somaticos de Pinus radiata al
incrementar el tiempo de cultivo a seis y ocho
semanas obtuvieron los valores mas altos de
germinacion total.

Las plantas in vitro regeneradas a partir de embriones
somaticos de Swietenia macrophylla King a los 60
dias en el medio de cultivo sin reguladores de
crecimiento alcanzaron una altura de 3.0 — 5.0 cm,
presencia de raiz definida y de tres a cinco hojas
verdaderas (Figura 1).

Tabla 1. Efecto de diferentes concentraciones de 6-BAP y AG, sobre la germinacion de embriones somaticos en

Swietenia macrophylla.

Tratamientos No. ESGT No. ESEs No. ESGP
0.2 mg.I" 6-BAP 19.34 b 4553 ¢ 11.54 b
0.4 mg.I" 6-BAP 16.19¢c 53.43 b 6.26 c
0.6 mg.I"' 6-BAP 517 d 79.36 a 2.85d

1mg.I"AG; 0.00 38.33 de 1.83e

2mg. 1" AG; 0.00 37.15¢ 112 e

Control 57.62 a 40.17d 13.35a
E. E. +0.51 +0.62 +0.26

Medias con letras desiguales en la misma columna difieren estadisticamente segun Duncan para (p< 0.05). E.E.
error estandar. No. ESEs: numero de embriones somaticos con embriogénesis secundaria. No. ESGT: numero de
embriones somaticos con germinacién total. No. ESGP: numero de embriones somaticos con germinacion parcial.
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Tabla 2. Efecto del tiempo de cultivo sobre la germinacion de embriones somaticos de Swietenia macrophylla King.

Tratamientos (dias) No. ESGT No. ESGP
30 55.31b 14.15b
60 76.19 a 9.34 a
90 78.24 a 8.29 a
E. E. +2.03 + 0.91

Medias con letras desiguales en la misma columna difieren estadisticamente segin Duncan para (p< 0.05).E.E.
error estandar. No. ESGT: numero de embriones somaticos con germinacion total. No. ESGP: nimero de embriones

somaticos con germinacion parcial.

Figura 1. Plantas in vitro regeneradas a partir de embriones somaticos de Swietenia macrophylla King después de
60 dias en el medio de cultivo sin reguladores de crecimiento.

CONCLUSIONES

Se establecio un medio de cultivo para la germinacion
de embriones somaticos de Swietenia macrophylla
King compuesto por la mitad de las sales MS sin
reguladores del crecimiento.

Se logré incrementar el numero de embriones
somaticos de Swietenia macrophylla King con
germinacion total con el aumento del tiempo de cultivo
de 30 a 60y 90 dias.
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