Cultivos Tropicales, 2013, vol. 34, no. 3, p. 40-44 julio-septiembre

Ministerio de Educacién Superior. Cuba
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas
http://www.ediciones.inca.edu.cu

EFECTO DEL ACIDO 2,4-DICLOROFENOXIACETICO
EN LA RESPUESTA EMBRIOGENICA DE SOYA CULTIVAR
INCASoy-27

Effect of 2,4-diclorophenoxiacetic acid on embryogenic response
of soybean cultivar INCASoy-27

ISSN impreso: 0258-5936 4¢
ISSN digital: 1819-4087

Jorge L. Pérez Pérez=, Lourdes Garcia Rodriguez,
Novisel Veitia Rodriguez, Idalmis Bermudez Caraballoso
y Raul Collado Lopez

ABSTRACT. The aim of this work was to evaluate the effect RESUMEN. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto
of 2,4-dichlorophenoxiacetic acid (2,4-D) on the embryogenic del &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) en la respuesta
response of Cuban soybean cultivar INCASoy-27. Immature embriogénica de soya cultivar cubano INCASoy-27. Se
zygotic cotyledons between 3,0-4,0 mm length were placed emplearon cotiledones cigéticos inmaduros entre 3,0-4,0 mm
with the abaxial surface on the culture medium for embryos de longitud, colocados con la superficie abaxial sobre el medio
induction. The culture medium was formulated with de cultivo de formacion de embriones somaticos. El medio de
concentrations of 15, 25, 35, 40 and 45 mg.L™ 2,4-D. After four cultivo fue formulado con concentraciones de 15, 25, 35, 40
weeks in culture medium, the number of embryogenic y 45 mg.L™" 2,4-D. Después de cuatro semanas en medio de
cotyledons in the total of cotyledons and number of somatic cultivo, se cuantifico el namero de cotiledones embriogénicos,
embryos by embryogenic cotyledon was quantified. The nimero de embriones sométicos formados en el total de los
percentage of immature zygotic cotyledons that produced cotiledones y nimero de embriones somaticos por cotiledén
somatic embryos varied between 23-93 % with 2,4-D embriogénico. La frecuencia en la respuesta embriogénica de
concentration in the culture medium. The average number of los cotiledones cig6ticos inmaduros vari6 con la concentracion
somatic embryos formed per immature cotyledon fluctuated de 2,4-D en el medio de cultivo de 23-93 %. El nimero medio de
from 1,2 to 7,9 while in embryogenic cotyledons was 5,3 to embriones somaticos formados por cotiledén inmaduro fluctué
8,5 somatic embryos. The major response of this morphogenetic entre 1,2 a 7,9 mientras que en cotiledones embriogénicos fue
route was obtained at a concentration range of 40 and 45 mg.L* de 5,3 a 8,5 embriones somaticos. La mejor respuesta de esta
2,4-D inthe culture medium. A differentiation process of somatic ruta morfogenética se obtuvo en las concentraciones de 40
embryos with asynchrony in morphology began in the fourth y 45 mg.L* de 2,4-D en el medio de cultivo. En la cuarta semana
week of culture. de cultivo inici6 un proceso de diferenciacion de los embriones
somaticos con asincronia en su morfologia.
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INTRODUCCION contenido en aceite y proteinas (1). Ademas, contiene

lecitina, vitaminas, minerales, aminoacidos esenciales
El frijol de soya [Glycine max, (L.) Merrill], es uno de (triptéfano, glicina, lisina) y metabolitos secundarios (2).
los diez cultivos de mayor importancia econdémica en la En Cuba, por su importancia econémica ha sido
agricultura mundial, debido fundamentalmente a su alto empleada en programas de mejoramiento genético por
S — métodos tradicionales. Por esta via, a partir de hibridacién
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embriogénesis somatica en cotiledones cigoticos
inmaduros, como rutas morfogenéticas para la
regeneracion de plantas (4).

Diversos estudios indican que una de las etapas mas
importante en el proceso de regeneracion de plantas de
soya a través de la embriogénesis somatica, es la
formacién de embriones somaticos y que existen
diferencias entre los genotipos en su capacidad para
desarrollar la embriogénesis somatica debido al efecto
genotipo dependiente (5).

Ademas, la embriogénesis somatica es un evento
multifactorial influenciado por diversos factores, donde la
aplicacion de reguladores del crecimiento y los niveles
endogenos de hormonas particularmente las auxinas, se
consideran uno de los factores clave para la adquisicion
de la competencia embriogénica en los tejidos vegetales (6).

Entre las auxinas se destaca el 2,4-D, el cual ha
sido empleado en la formacién de embriones somaticos
de soya en un rango de concentraciones entre 1,0-80 mg.L™",
con variaciones en dependencia del tejido vegetal y el
cultivar empleado (7, 8).

En estudios similares en el cultivar cubano INCASoy-24
los valores mas altos en la respuesta embriogénica, se
obtuvieron con 30 mg.L™ 2,4-D en el medio de cultivo. En
contraste, en el cultivar Williams-82 el mayor niumero de
embriones somaticos se logré en las concentraciones de
40 y 50 mg.L™" 2,4-D. Estos resultados evidencian la
condicion genotipo-dependiente de esta especie y limita
el empleo de los protocolos existentes (9).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se evalud
el efecto de diferentes concentraciones de 2,4-D, para la
formacion de embriones somaticos de soya en el cultivar
cubano INCASoy-27.

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

Para obtener plantas donantes del cultivar INCASoy-27,
fueron sembradas semillas maduras en bolsas de
polietileno (26 x 36 cm) que contenian como sustrato
materia organica (75 %) y zeolita (25 %), las cuales
crecieron en casa de cultivo.

A partir de las plantas donantes, se tomaron
legumbres que contenian cotiledones cigoticos inmaduros
de 3-4 mm de longitud.

DESINFECCION

Para su desinfeccion en cabina de flujo laminar
horizontal (IKEM), fueron lavadas con agua corriente y
detergente comercial; sumergidas en etanol 70 % (v/v)
durante un minuto, seguido de tres enjuagues con agua
destilada estéril. Luego se realizé una inmersion en
hipoclorito de sodio 2 % (v/v) con seis gotas de Tween-20
durante diez minutos y se lavé cuatro veces con agua
destilada estéril.
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MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Los cotiledones cigéticos inmaduros fueron
colocados con la superficie abaxial, sobre el medio de
cultivo de formacién de embriones somaticos, compuesto
por las sales MS (10), vitaminas B5, sacarosa 3 %,
2,4-D (15, 25, 35, 45 mg.L™"), Gelrite® 0,3 % y pH 7.
Como tratamiento control se emple6 40 mg.L"2,4-D, que
es la base de los protocolos empleados.

Se emplearon frascos de vidrio de 250 mL de
capacidad que contenian 30 mL de medio de cultivo y
siete cotiledones cigéticos inmaduros, colocados en
camara de crecimiento con luz artificial proporcionada por
lamparas fluorescente con intensidad luminosa de
68-73 uE.m?.s™, fotoperiodo 16/8 horas luz/oscuridad a
2612°C.

A las cuatro semanas de cultivo, se contd el nimero
de cotiledones cigoéticos inmaduros con formacion de
embriones somaticos (%), numero de embriones
somaticos en el total de los cotiledones cigéticos
inmaduros, numero de embriones somaticos en los
cotiledones embriogénicos y se realiz6 una
caracterizacién morfoldgica de los embriones somaticos.
Para ello, se utilizé6 un microscopio estereoscépico
(Olympus, Japdn, 10x) y las fotos se tomaron con ayuda
de una camara digital.

ANALISIS ESTADISTICO

En el experimento se utilizé un disefio factorial
completamente al azar, con siete cotiledones cigéticos
inmaduros por frascos de vidrio y diez réplicas por
tratamiento para un total de 70 cotiledones por tratamiento.

Posterior a la comprobacion de los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianza de los datos
relacionados con el nimero de cotiledones con formacion
de embriones somaticos, se realizé un analisis de varianza
simple y la comparacion de los valores medios mediante
la prueba de la minima diferencia significativa.

Para la comparacion de las medias relacionadas con
el numero de embriones somaticos por cotileddn cigdtico
inmaduro y nimero de embriones somaticos por cotiledon
embriogénico, se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis/Mann
Whitney.

En todos los casos se utilizé un intervalo de confianza
p<0,05. Para el procesamiento de los datos se empled el
programa estadistico SPSS (Statistic Package for Social
Science) version PASW Statistics 18.

RESULTADOS

Se observé que el regulador del crecimiento (2,4-D),
influyd en la respuesta embriogénica de los cotiledones
cigéticos inmaduros del cultivar cubano de soya INCASoy-27.
En todas las concentraciones evaluadas, se observé la
formacion de estructuras embriogénicas en la superficie
adaxial de los cotiledones. No obstante, en
concentraciones de 40 y 45 mg.L" de 2,4-D se lograron
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los mayores porcentajes de cotiledones embriogénicos
(Figura 1).

Este resultado permite confirmar que se requiere del
estimulo de este regulador de crecimiento para inducir la
respuesta embriogénica de los cotiledones cigoéticos
inmaduros en soya.
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Figura 1. Efecto de la concentracién del acido 2,4-D
en el numero de cotiledones cigdéticos
inmaduros con respuestaembriogénicaen
el cultivar de soya INCASoy-27 alas cuatro
semanas de cultivo

En cuanto al numero promedio de embriones
somaticos formados en el total de los cotiledones
cigéticos inmaduros por tratamiento, se observaron
diferencias significativas entre las concentraciones
evaluadas, con el mayor numero de embriones somaticos
al colocar los cotiledones inmaduros en medio de cultivo
enriquecido con 40 y 45 mg.L" de 2,4-D (Tabla I). Sin
embargo, en los cotiledones embriogénicos se obtuvo la
mayor formacion de embriones somaticos en un rango
de concentraciones entre 25 y 45 mg.L" de 2,4-D las
cuales difieren de los resultados al emplear una
concentracion inferior.

Los embriones somaticos primarios aparecieron en
zonas necroticas de los cotiledones y dieron origen a
una embriogénesis somatica directa, al no existir una fase
intermedia de formacion de callo.

Estas estructuras eran de color amarillo,
consistencia dura, morfologia globular, formados como
unidades independientes que podian ser separados del
tejido vegetal y organizados en pequefios grupos o
aislados (Figura 2).

15 mg.L?

Figura 2. Formacidon de embriones soméaticos a partir
de cotiledones cigéticos inmaduros en el
cultivar de soya INCASoy-27 a las cuatro
semanas en medio de cultivo con &cido 2,4-D

En este experimento se observd la formacién
estratificada de embriones somaticos, dando origen a
embriones soméaticos secundarios, tanto en la superficie
apical como basal de los embriones somaticos primarios,
mediante un proceso conocido como embriogénesis
somatica repetitiva (Figura 3a).

Tablal. Efecto de las concentraciones del 4cido 2,4-D en laformacién de embriones somaticos en el cultivar

de soyaINCASoy-27

2,4-D Embriones somaticos/cotiledon Rangos medios Embriones somaticos/cotiledon Rangos medios
(mg.L™h inmaduro embriogénico
15 1,2+0,4 105,6 ¢ 5,313 76,0 b
25 2,740,7 1302 ¢ 7,9¢1,7 98,7 ab
35 3,8+0,7 166,2 b 6,9+0,9 98,1 ab
40 (control) 7,940,8 2426 a 8,5+0,8 112,7a
45 7,5+1,0 2329a 8,3+1,1 107,8 a

Medias con letras diferentes en una misma columna difieren segun la prueba de Kruskal-Wallis/Mann Whitney, p<0,05 (+ error estandar)
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Igualmente fueron visibles embriones somaticos en
diferentes estadios desarrollo, con la existencia de
embriones somaticos en etapa globular y cotiledonal con
caracteristicas bipolares, las cuales son tipicas de esta
ruta morfogenética (Figura 3b).

(A) formacion estratificada de embriones somaticos secundarios,
(B) embrién somatico en etapa cotiledonal

Figura 3. Morfologia de embriones somaticos en el
cultivar de soya INCASoy-27 a los 28 dias
de cultivo

Estos embriones somaticos permanecieron en
estado globular durante las primeras tres semanas de
cultivo. Luego comenzé un proceso de diferenciacion
asincronico con diferentes tamanos y grados de desarrollo,
que inicié en la menor concentracion del regulador de
crecimiento empleada.

DISCUSION

La influencia del 2,4-D en la formacién y multiplicacién
de embriones somaticos de soya ha sido referida en la
literatura cientifica, la cual varia entre los diferentes
genotipos y es influenciado por el estado fisiologico del
tejido (11).

Estudios similares refieren poca formacion de
embriones somaticos con empleo de bajas
concentraciones de 2,4-D, lo cual fue mejorado al combinar
altas concentraciones (40 mg.L" 2,4-D) y el empleo de
los cotiledones cigéticos inmaduros como explante,
siendo la base de los protocolos actuales (12).
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Los resultados que se muestran en este trabajo,
concuerdan con los obtenidos en el genotipo cubano
INCASoy-35, donde se alcanzd el mayor nimero de embriones
somaticos cuando los cotiledones cigéticos inmaduros fueron
establecidos en medio de cultivo con 40 mg.L™" 2,4-D. En
contraste, en el cultivar INCASoy-24 los valores mas altos se
obtuvieron en la concentracion con 30 mg.L™ 2,4-D (9).

Estos resultados evidencian la condicién genotipo-
dependiente de esta especie, en lo que respecta a las
concentraciones de auxina exogena requeridas para
inducir la formacién de embriones somaticos y la capacidad
embriogénica de los diferentes genotipos.

En este sentido, se ha referido que en cultivares
japoneses se requieren concentraciones de 40-80 mg.L™
2,4-D para inducir las formaciones de estructuras
embriogénicas (8). Por su parte, en el genotipo taiwanés
K10, no se obtuvo respuesta embriogénica en un rango
de concentraciones entre 9-45 mg.L™" 2,4-D aludido a la
influencia del genotipo. Esto ha motivado el estudio de
diferentes rangos de concentraciones de 2,4-D los cuales
deben ser optimizados para cada cultivar (13).

Por otro lado, la respuesta embriogénica en soya es
considerada un caracter heredable, atribuido a la estrecha
base genética que existe entre cultivares. A partir de esto
podemos inferir que los resultados en el cultivar
INCASoy-27, son un reflejo de la capacidad embriogénica
heredada a partir de su progenitor brasilefio BR-32.

Sin embargo, los resultados en el cultivar cubano
INCASoy-27 difieren de los alcanzados por otros autores
en el genotipo BR-32. Por ejemplo, después de 45 dias
de cultivo en 40 mg.L"2,4-D, el 1,0 % de los cotiledones
tenian respuesta embriogénica, con un promedio 0,1
embrién somatico por par de cotileddn embriogénico (14).

Esta variabilidad en la formacion de embriones
somaticos también fue descrita en diez cultivares
brasilefios con un rango de 0,12 a 2,30 embriones
somaticos después de seis semanas de cultivo (15).

Por otra parte, el proceso de diferenciacion observado
en este trabajo, es atribuido a una concentracion auxinica
inferior a la requerida, donde los embriones somaticos
contindan su desarrollo hasta agotar los nutrientes del
medio de cultivo e inician su proceso de diferenciacion.
En contraste, cuando existen altos niveles de auxinas en
el medio de cultivo, se induce la formacion de embriones
somaticos que permanecen en la fase globular y dan
origen a embriones somaticos secundarios (11).

Esto concuerda con los resultados de otros autores,
quienes refieren que al colocar los cotiledones cigéticos
inmaduros en medio de cultivo con 5,0 mg.L" 2,4-D, se
generaron embriones somaticos en los cuales rara vez
se observo la etapa globular y torpedo, pasando a etapas
mas avanzadas en cortos periodos de tiempo. Por el
contrario, las estructuras inducidas con 44 mg.L"'de 2,4-D
se mantuvieron en etapa globular (16).

Por otro lado, esta influencia en la respuesta
embriogénica a causa de la concentracién de 2,4-D, esta
relacionada con su posible efecto como modulador de
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los niveles de hormonas enddgenas del mismo grupo como
el acido indol-3-acético (AIA) presente en el tejido vegetal,
debido a disturbios en el metabolismo de la auxina
enddgena (17).

Asi en la busqueda de un equilibrio en la célula vegetal
una determinada concentracion de 2,4-D puede crear un
doble efecto, actuar como auxina o alterar el metabolismo
del AlIAendégeno para promover su produccion, de esta
forma incrementa la sensibilidad de las células al conferirle
competencia embriogénica y comienza un proceso de
divisién celular mitético (17). Ademas, existen evidencias
que demuestran que el 2,4-D funciona como una sustancia
de estrés, capaz de activar la adquisicion de competencia
embriogénica en la célula vegetal (18).

Los resultados que se muestran corroboran la
influencia de la concentracion del 2,4-D en la respuesta
embriogénica en esta especie y permitié seleccionar la
concentracion de 40 mg.L™" 2,4-D como adecuada, para
desarrollar la embriogénesis somatica en el cultivar cubano
de soya INCASoy-27.
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