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BIOCONVERSION DE EMBRIONES SOMATICOS DE Heliconia stricta Huber
UTILIZANDO LOS SISTEMAS DE INMERSION TEMPORAL “RITA”

BIOCONVERSION OF SOMATIC EMBRYOS OF Heliconia stricta Huber USING TEMPORARY INMERSION
SYSTEMS “RITA”

Lucia Atehortda! y Claudia I. Valencia?

Resumen

Masas de callos embriogénicos de Heliconia stricta Huber, conocida comtinmente como platanillo (ornamental tropical},
fueron pesados antes de ser llevados a procesos de bioconversién en los sistemas de inmersién temporal “RITA”, con el
fin de evaluar el efecto de los medios de cultivo, tiempos, frecuencia de inmersién y eficiencia de bioconversitn de
dichos calles en embricnes somiticos y plantulas. Los resultados mostraron gue de los cuatro medios evaluados, sélo
uno presentd vn tipo de desarrollo. Los cuatro medios evaluados fueron: M1(SH suplementado con vitaminas MS,
biotina 1 mg/l, ANA 1mgfl, 4cido acetil salicflico 0.018 mgl y sacarosa 40 g/1), M2 (SH completo, suplementado con
casefna hidrolisada 1 g/, zeatina 0.2 mg/l y sacarosa 40 g/1), M3 (MS completo a la mitad de su concentracién,
suplementado con ABA 0.1 mg/l, AIA 1 mg/l, L-glitamina 50 mg/1 y sacarosa 40 g/1) y M4 (MS completo a la mitad de
su concentracién y sacarosa 40 g/l). No hubo diferencias significativas con relacién a la produccién de embriones
coleoptilares, y con respecto a las pldntulas nunca lograron desarrollarse bajo ninguno de los medios ensayados. En
relacidn con los tiempos y frecuencia de inmersidn evaluados, tres minutos cada seis horas, seis minutos cada seis horas
¥ un minuto cada doce horas, los resultados mostraron que el mejor tiempo de inmersidn fue un minute cada doce
horas.

Falabras clave: Heliconia siricta Huber, platanilto, embriogénesis somdtica, inmersién temporal, contenedores RITA.

Ahstract

Clusters of embryogenic callus of Heliconia stricta Huber, communly known as “platanille™ (tropical arnamental},
were weighted before being taken inside a temporary immersion system “RITA”, in order to evaluate the effect of
culture media, time and frequency as well as efficiency of bioconversion into embryos and plantlets. The results showed
that from the four different media initial evaluated M1 (SH suplemented with vitamins MS, biotin 1 mg/l, ANA 1mg/],
acetil salicylic acid 0.018 mg/l y sucrose 40 p/l); M2 (SH plus vitamins, suplemented with hydrolyzed casein 1 e,
zeatin 0.2 ml/l and sucrose 40 g/1); M3 (MS plus vitamins at half of its concentration, suplemented with ABA 0.1 mlf,
IAA 1 mgfl, L-glutamine 50 mg/l and sucrose 40 /1) and M4 (MS plus vitamins at half of its concentration and sucrose
40 g/}, only the M3 showed some type of response and therefore it was selected for the final bioassay in which there
were changes in sucrose concentration (40 and 60 g/} with six repetions each, The stadistical design selected for this
bioassay were ong way varience analysis and Kruskal Wallis test. That analysis indicated that for the coleoptilar embryos
there were not significant differences in relation to their production, and there was not any bioconversion of the somatic
embryos into plantlets. For the time and frequency of immersion evaluated, the results showed that the best results were
obtained with twelve hours with a one minute of immersion.

Key words: Heliconia siricta Huber, tropical ornamental, somatic embryogenesis, temporary immersion, RITA contai-
ners.
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INTRODUCCION

La creciente demanda de plantas ¢ inflorescencias
de heliconias (platanillos) como plantas ornamen-
tales tropicales para nuevos programas de exporta-
cién no tradicionales, ademds del desarrollo de
programas ambientales de recuperacidn de dreas
degradadas, proteccion de cuencas y suelos, progra-
mas de paisajismo urbane y rural, y como alternati-
va para sustitucién de cultivos ilicitos, estdn creando
una fuerte presién sobre las poblaciones naturales
donde estas especies crecen en forma silvestre. Su-
mado a todo lo anterior, el crecimiento de estas espe-
cies es muy lento, debido a que son tradicionalmente
propagadas mediante rizomas y semillas, y estas nlti-
mas tardan de tres meses a tres afios en germinar
(Montgomery, 1986). Todo esto limita su reproduc-
¢idn a gran escala y justifica el desarrollo de tecnolo-
gfas modernas que permitan superar estos problemas.

Dentro de los sistemas de micropropagacién, la ten-
dencia moderna estd dirigida a la produccién de plan-
tas via cultivo de tejidos, utilizando procesos tales
como la embriogénesis somdtica, la cual presenta
ventajas comparativas y competitivas frente a los
sistemas convencionales de micropropagacion, como
lo es el cultivo de meristemos.

La ventaja de la embriogénesis somatica sobre otros
sistemas de propagacién es que ésta permite gene-
rar cantidades masivas de plantulas susceptibles de
ser automatizadas y que pueden estar disponibles
todo el afio, independiente de los factores ambienta-
les, los cuales afectan la propagacién convencional.
En consecuencia, el desarrcllo de un protocolo efi-
ciente para la multiplicacién masiva y con altos ni-
veles de bioconversién de sus embriones podria ser
una contribucién invaluable para la propagacién a
bajo costo y la pesterior transformacién genética
de heliconias.

Con el fin de garantizar la bioconversién de dichos
embriones somaticos en plantulas, se desatrolld la
presente investigacién utilizando los sistemas de in-
mersién temporal (RITAS), en los cuales se evalué el
efecto de diferentes medios de cultivo, frecuencias y
tiempos de inmersién sobre la bioconversidn de ca-
llos embriogénicos de esta especie.
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Aunque un buen némero de sistemas automatizados
han sido desarrollados para la propagacién de espe-
cies vegetales, basados en la adicion y remocién del
medio liquide (Akiten-Christie y Davies, 1988; Aki-
ten-Christie y Jones, 1987; Tisserat y Vandercook,
1985), a la fecha ningiin trabajo ha sido reportado
para heliconias.

Por otro lado, Alvard et al. (1993) lograron demos-
wrar la aplicacién potencial de los sistemas de in-
mersién temporal (SIT) por primera vez en la
micropropagacién de banano y desde esa fecha los
SIT se han extendido a otras especies, tales como
Hevea brasiliensis (caucho) (Etienne et al., 1997),
Citrus (Cabasson et al., 1997), Saccharum officing-
rum (caiia de aziicar) (Lorenzo et al., 1998), Ananas
comosus (pifia) (Escalona et al., 1999}, Camellia
sinensis (18) (Akula et af., 2000), Solanum tubero-
sum (papa) (Jiménez et al., 1999), Eucalyptus gran-
dis (goma rosa)} (Castro y Gonzilez, 2001) y Bactris
gasipaes {(chontaduro) (Atehortiia y Naranjo, en
impresion).

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Masas de callos embriogénicos
de H. stricta Huber (figura la), obtenidos en me-
dios sélidos y precultivados en el medio basal MS
completo suplementado con 2,4-D 4 mg/l, AIA 4 mg/,
ANA 1 mg/l, biotina 1 mg/] y sacarosa 30 g/l aun pH
de 5.7 y fitagel 1.6 g/, fueron utilizados en esta in-
vestigacidn. Los embriones fueron desarrollados a
una intensidad tuminica bajo l4mparas fluorescen-
tes de 700 LUX, con un fotoperiodo de 24 horas a
25+1°C,

Sistemas de inmersién temporal y medios de cul-
tivo. Un sistema de cultivo de inmersién temporal
de doce contenedores (Teisson y Alvard, 1995) fue
utilizado para la bioconversién de las masas de ca-
llos embriogénicos de H. stricta provenientes de
medio sélido. Los sistemas de inmersién temporal
(SIT), conocidos como “RITAS” (CIRAD, Francia),
consisten en un contenedor de un litro, con un com-
partimento superior en el cual es ¢olocado el mate-
rial de la planta, y un compartimento inferior que
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Figura 1. A. Calles embriogénicos listos para ser inoculados en los SIT. B. SIT ensambiados en serie para la
realizacion de los diferentes bioensayos. C. Callos embriogénicos en diferentes estadios de desarrollo dentro de
los SIT. D. Callos embriogénicos en estado de necrosis ¥ después de ser sometidos durante tres minutos de
inmersién temporal por perindos de seis horas. E. Cailos embriogénicos del cultivo control mostrando diferentes

estadios de bioconversidn.

contiene el medio de cultivo liguido. Los dos com-
partimentos son conectados a una bomba peristélti-
¢a y a un temporizador, la cual transfiere el medio
liguido del compartimento inferior al compartimento
superior (figura 1b).

Sobre una malla de espuma fueron puestos, en pro-
medio, 9 g de masas de callos embriogénicos (figu-
ra la)} dentro de cada contenedor RITA, utilizando
200 ml de medio liquido de cultive por contenedor
{figura 1c). Dichos medios fueron renovados cada
treinta dias. Las frecuencias de cultivo fueron esta-
blecidas asi: cada seis horas con un tiempo de in-
mersién de tres y seis minutos y cada doce horas
con un tiempo de inmersién de un minuto. Los me-
dios de cultivo evaluados fueron los siguientes:

MI: SH suplementado con vitaminas MS, biotina
1 mg/l, ANA 1 mg/l, 4cido acétil salicilico 0.018 mg/l
y sacarosa 40 g/; M2: SH completo suplementado
con casefna hidrolisada 1 mg/l y sacarosa 40 g/1; M3:

MS completo a la mitad de su concentracion, suple-
mentado con ABA 0.1 mg/l, AIA 1 mg/l, L-glutami-
na 50 mg/l y sacarosa 40 gr/l; M4: MS completc a la
mitad de su concentracién y sacarosa 40 g/l.

De estos cuatro medios ensayados inicialmente, sélo
se selecciond el M3, debido a que fue el vinico me-
dio en que hubo una superviviencia de 80% de los
catlos. Con el fin de evaluar el efecto de este medio,
se procedid a modificar la concentracidn de sacaro-
sa y se seleccionaron dos concentraciones (40 y 60 g/}
con seis repeticiones cada una, y se les denomind
medios 1 y 2, siendo el 3 el medio de control (tabla

1.

El disefio estadistico seleccionado para este bioen-
sayo fue un andlisis de varianza en una sola via y el
test de Kruskal-Wallis. Durante este bioensayo se
cuantificaron el nimero de embriones coleoptilares
formados a partir de los callos embriogénicos, pero
no de plantulas, debido a que no hubo ninguna bio-
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Tabla 1. Valores promedia del niimero de embriones coleoptilares en los medios de cultivo
(1) ¥ {2), comparados con ¢l medio conirol (3)

Medios Ne de Promedio Error Limite Limite
de cultivo | repeticiones | de coleoptilares | estindar | inferior superior
1 6 28.25 1.75864 26.4914 300086

2 6 26.33 1.68023 24.6531 28.0136

3= 6 69.17 5.054 64.1127 74.2207

Con 95.0 % para los intervalos LSD; * = control.

conversién en ninguno de los contenedores SIT. El
dnalisis estadistico se realiz6 mediante un andlisis
de varianza en una sola via y utilizando el test de
Kruskal-Wallis para determinar si habia o no dife-
rencias significativas entre los medios evaluados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de las condiciones de cultive. Aunque los
resultados esperados para este tipo de ensayos es
lograr la bioconversién de los embriones en plantu-
las, las respuestas observadas y registradas para esta
especie en particular indican que los procesos de
bioconversién no fueron los esperados. Entre las
posibles causas que pudieron dar origen a este tipo
de respuestas, podrian mencionarse una serie de fac-
tores que solos, o en forma sinergética, afectaron
los tejidos y los procesos de bioconversion. Entre
las probables causas que han sido consideradas en
esta investigacion pedrian mencionarse las siguien-
tes:

Vitrificacion. Este fendmeno fue observado durante
todo ¢l desarrollo de la investigacién y se ha consi-
derado que el ciimulo de agua atrapada, tanto a ni-
vel de las células como de los tejidos de los callos
embriogénicos (en donde no existen érganos desa-
rrollados, ni especializados), ademdés de la alta con-
centracion de humedad atrapada entre el material
de espuma de poliuretano que sirvié de soporte a
dichos callos, pudo haber desencadenado los proce-
sos de vitrificacién por hiperhidratacién o por un
shock osmotico, los cuales fueron evidenciados por
la fragilidad, quiebre y fractura de los embriones,
cuando éstos fueron retirados de los contenedores
para ser llevados nuevamente a medias sélidos, ade-
mis de su apariencia translucente, tal como ha side
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descrito por otros autores para otras especies vege-
tales cuando se establecen cultivos in vitre en me-
dios ligquidos ansentes de agar (Hauziniska, 1974;
Davis et @l., 1977; Sutter y Langhans, 1979; Debergh,
1983; Hakkaart y Versluijs, 1983; Druart e al., 1984;
Kevers ef al., 1984; Piques y Boxus, 1984 vy 1987b;
John, 1986), en medios semiliquidos o hiperhidra-
tados (Jones, 1976; Werner y Boe, 1980; Gaspar et
al., 1987} o en cultivo de callos (Crévecoeur ef al.,
1987), en donde se concentran una alta cantidad de
fenoles, que son menos solubles (Kevers et al., 1984).
Sin embargo, este fendmeno no se observa en con-
diciones naturales, aun bajo condiciones de hiperhi-
dratacién, donde los rizomas son estructuras
tuberosas que almacenan carbohidratos y agua y
probablemente constituyen una barrera para la alta
infiltracion excesiva de iones y agua.

Por otro lado, aun cuando se modificaron las condi-
ciones de inmersién en SIT (un minuto cada doce
horas), no dadas en el control, éstos continuaron los
procesos de vitrificacion y fenolizacion, originando
un proceso de necrosamiento y muerte de los em-
briones (figura 1 d).

Factores fisicoquimicos. Otro factor que se ha hipo-
tetizado como cawsal de vitrificacion ha sido el imba-
lance entre las auxinas y citoguininas (Beauchesne,
1981}, posteriormente demostrado por Leshem vy
Sachs (1983), Densco (1987) y Orlikowska (1987).
Para €l caso de esta investigacién, este factor tam-
bién pudo haber incidido en las respuestas obteni-
das, ya que los tejidos estuvieron sometidos a una
concentracién extracelular de auxinas, con el fin de
inducir la formacién de callos embriogénicos, y
como etapa previa a la inmersidn temporal.
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Otros investigadores, por su lado, también atribu-
yen la vitrificacion a varios factores tales como el
tipo de recipiente de cultivo, el tipo de sellado del
recipiente v la concentracién de agar, y a factores
climiticos del 4rea de cultivo (Hakkaart y Versluijs,
1983; Debergh y Maene, 1984).

Aunque no se han reportado efectos de la luz sobre
la vitrificacién, en esta investigacién se ha conside-
rado que la intensidad luminica pudo tener algin
efecto, quizds no en la vitrificacién, pero si en la
bioconversién de los embriones somaticos a plantu-
las. El color &mbar de los SIT pudo ser un factor que
contribuyé a los resultados obtenidos, ya que no fa-
vorecid la bioconversion en plintulas de los pocos
embriones formados. Esta aseveracion esti susten-
tada por las observaciones registradas en los culti-
vos control (medios sdlidos), en los cuales, a pesar
de que los callos embriogénicos estuvieron someti-
dos a la misma intensidad luminica que en los SIT,
la bioconversion fue evidenciada por un cambio de
color de blances a verdes (figura le), debido a la
presencia de clorofila, 1a cual es un buen indicador
de la iniciacién de los procesos de fotosintesis. El
color dambar probablemente fue un factor limitante,
ya que se convirtid en un filtro para la entrada de la
baja intensidad luminica suministrada (700 lux).

Medios de cultivo. La tabla 1 muestra los valores
promedios del nimero de embriones coleoptilares
(figura 1c) obtenidos en los medios (1) y (2) (tabla 2);
allf se observa un mayor valor promedio para el
medio control (3) (figuras le y 2).

De acuerdo con el andlisis estadistico de los resulta-
dos y a la prueba de Kruskal-Wallis, los datos regis-
trados en la tabla 3 indican que no hubo diferencias
significativas (P = 0.367066) entre los medios eva-
luados (1} y (2). Al respecto, el Gnico cambio fue 1a
concentracién de sucrosa (40 y 60 g/1). Lo anterior
soporta algunas observaciones de varios investiga-
dores que sugieren reemplazar la sucrosa por fruc-
tuosa con ¢ fin de evitar la vitrificacién (Rugini ef
al., 1987), mientras que otros también recomiendan
aumentar la intensidad luminica durante el cultivo a
valores superiores de 17.000 lux (Maene, 1985).
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La figura 2 ilustra las diferencias de respuesta entre
los medios (1) vy (2) con relacién al medio control (3).

Tabla 2, Prueba de Kruskal-Wallis para el nimero de embriones
coleoptilares para el andlisis de respuesta en los medios de
cultivo (1} y (2), cornparados con el medio control (3}

Medios de cultivo | N* de repeticiones | Rango promedio
1 6 13.7917
2 & 11.2083
3* 6 30.5000

Prueba estadistica = 23.8225; P-Value = 0.00000671457; * =
control.

Tabla 3. Prueba de Kruskal-Wallis para el mimero de embriones
coleoptilares para el andlisis de respuesta en los medios de
cultivo (1) y (2)

Medios de cultiva| N° de repeticiones | Rango promedio
1 6 13.7917
2 6 11.2083
Prueba estadistica = 0.813567; P-Value = 0.367066.

Aunque los SIT se estan utilizando con éxito en la
bioconversion de embriones sométicos de algunas
especies, para la estandarizacidn de la técnica de
bioconversion de esta especie seria recomendable,
hacia el futuro, la utilizacion de contenedores de
mayor iluminacién y con un soporte diferente a la
espuma de poliuretano, que ademds de eliminar los
altos riesgos de contaminacién, también impida la
acumulacién de iones y agua sobre los tejidos, con-
tribuyendo de esta manera a reducir o minimizar los
riesgos de vitrificacién y fenolizacién, ya que am-
bos conducen a la necrosis y muerte de los callos
embriogénicos.
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Figura 2. Medias ¢ intervalos con 95.09% LSD para el nimero
de embriones coleoptilares producidos en los medios (1) y (2),
comparados con el medio control (3)
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