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RESUMEN

Las heliconias son plantas ornamentales tropicales apreciadas por sus
inflorescencias de formas exdticas y colores brillantes. Su cultivo requiere
sistemas de propagaciéon como la embriogénesis somatica, que permitan
clonar genotipos élite y generar suficiente material vegetativo de calidad
fitosanitaria certificada. El objetivo de esta investigacion fue establecer un
protocolo de embriogénesis somatica para Heliconia collinsiana y caracterizar
histolégicamente el origen de los embriones. Secciones transversales de la
base de pseudotallos de plantas regeneradas in vitro se establecieron en el
medio de Murashige y Skoog (MS) con distintas concentraciones de écido
2,4-diclofenoxiacético (2,4-D) para inducir la formacion de callos. En las
etapas de maduracion y germinacion de los embriones se evalud el efecto
de benciladenina (BA), 4cido abscisico (ABA), y en la conversion a plantas,
se evalud la concentracién de sales MS. La formacion de callos ocurrid
en oscuridad con 18 mg L' de 2,4-D y 0.5 g L' de carbon activado. La
multiplicacién de callos se obtuvo con 102 mg L' de 2,4-Dy 16 h luz. La
maduracion y germinacion de los embriones somaticos se observé con 0.5
mg L' de BA, y la conversion y crecimiento de las plantas se logré con la mitad
de concentracion de sales del medio MS. Los embriones se originaron de
masas proembriogénicas conformadas por células pequeas, isodiamétricas,
con nucleos prominentes y citoplasma denso. En la etapa de aclimatacion,
95 % de las plantas sobrevivieron en condiciones de invernadero. Este es el
primer protocolo de embriogénesis somatica novedoso para la multiplicacion
clonal de esta especie ornamental y establece las bases para futuros estudios
en otras especies nativas, cultivares comerciales o hibridos derivados de
mejoramiento genético.

Palabras clave: 24-D, callogénesis, capa fina de células,
micropropagacion, morfogénesis.

SUMMARY

Heliconias are ornamental tropical plants highly appreciated for their
inflorescences with exotic shapes and bright colors. Its cultivation requires
propagation systems such as somatic embryogenesis that allow the cloning
of elite genotypes for generation of sufficient vegetative material of certified
phytosanitary quality. The objective of this research was to establish a
somatic embryogenesis protocol for Heliconia collinsiana and histologically
characterizing the origin of the embryos. Cross-sections from the base of
pseudostems of in vitro plants regenerated were established in Murashige and
Skoog (MS) medium with different concentrations of 2,4-diclophenoxyacetic
acid (2,4-D) to induce callus formation. The effect of benzyladenine (BA) and
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abscisic acid (ABA) was evaluated at maturation and germination stages
of embryos, and the concentration of MS salts was evaluated at the time of
conversion to plants. Callus formation occurred in the dark with 18 mg L' of
2,4-D and 0.5 g L' of activated charcoal. Callus multiplication was obtained
with T or 2 mg L of 2,4-D and 16 h light. Maturation and germination of the
somatic embryos was observed with 0.5 mg L' of BA and conversion and
growth of the plants was achieved with half the salts concentration in the
MS medium. Embryos originated from proembryogenic masses composed
of small, isodiametric cells with prominent nuclei and dense cytoplasm. At
the acclimatization stage, 95 % of the plants survived under greenhouse
conditions. This is the first novel somatic embryogenesis protocol for clonal
multiplication of this ornamental species and establishes the base for future
studies in other native species, commercial cultivars or hybrids derived from
genetic improvement.

Indexwords: 2,4-D, callogenesis, micropropagation, morphogenesis,
thin cell layer.

INTRODUCCION

Las heliconias son plantas ornamentales tropicales
originarias de América del Sur, Centroamérica, las islas
del Pacifico e Indonesia (Kress et al, 2004). El género
Heliconia incluye entre 225y 250 especies (Jerez, 2007).
Las heliconias destacan por el color y la belleza de sus
inflorescencias, asi como por las formas exdticas de
sus bracteas. La vida de anaquel de sus inflorescencias
permite comercializarlas como flores de corte y como
plantas de maceta para decoracién de paisajes. En México
sobresalen especies de heliconias nativas con atributos
ornamentales tales como H. collinsiana, H. aurantiaca, H.
bourgaeana, H. champneiana, H. librata, H. uxpanapensis,
H. vaginalis, H. wagneriana, entre otras. H. collinsiana
Griggs produce inflorescencias colgantes con bracteas
de color rojo intenso, crece de forma natural en las selvas
y orillas de rios. Los productores han domesticado y
adaptado esta especie para su cultivo comercial como flor
de corte y para jardineria. En la actualidad las heliconias se
han consolidado en México dentro del mercado de flores
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tropicales de corte, junto con los anturios (Anthurium
andreanum), ave de paraiso (Strelitzia reginae), baston
de rey (Etlingera elatior), ginger (Alpinia purpurata) y las
maracas (Zingiber sp.).

La principal forma de propagacion de las heliconias es
via asexual por division de rizomas; este método asegura
plantaciones clonales. Las semillas pueden servir para
propagar especies silvestres o semidomesticadas, pero
en cultivares comerciales se emplean rizomas para
mantener las caracteristicas; ademas, la mayoria no
produce semillas. Para reducir el riesgo de diseminar
enfermedades fungosas (Fusarium sp.) y bacterianas
(Erwinia sp., Ralstonia solanacearum), al establecer nuevas
plantaciones se requieren sistemas de propagacion que
garanticen material vegetativo libre de patdgenos, como el
obtenido por cultivo in vitro de tejidos vegetales.

La propagacién in vitro de heliconias por organogénesis
se ha reportado para genotipos élite, especies silvestres
y cultivares comerciales (Hernandez-Meneses et al., 2018;
Meneses-Guzman et al., 2009). Nathan et al. (1992) fueron
los primeros en aplicar las técnicas de cultivo in vitro para
regenerar plantas de H. psittacorum a partir de yemas
laterales. Otros estudios reportaron la micropropagacion
de H. standleyi (Sosa et al., 2008) y H. bihai cv. Lobster
Salmén (Marulanda-Angel et al., 2017).

En la embriogénesis somatica ciertas células pueden
inducirse en condiciones in vitro para formar estructuras
embrionarias y regenerar plantas completas en ausencia
de la fusion de gametos. El proceso inicia con la
desdiferenciacion celulas que da origen a callos y continda
con ladiferenciacion delos embriones (Méndez-Hernandez
etal., 2019). La embriogénesis somatica se considera mas
eficiente que la organogénesis por las caracteristicas de
las estructuras obtenidas y la gran cantidad de plantas que
se pueden regenerar (Ochoa-Alejo, 2016).

Las investigaciones respecto a la propagacion in vitro
mediante embriogénesis somatica en heliconias no han
logrado establecer las condiciones éptimas para inducir
esta ruta morfogénica (Ulisses et al., 2007; 2010). La
presente investigacién tuvo como objetivos desarrollar
un sistema de regeneracion de plantas de Heliconia
collinsiana via embriogénesis somatica y caracterizar
histolégicamente la induccion y diferenciacion de los
embriones somaticos.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Plantasregeneradasin vitro obtenidas por organogénesis
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de acuerdo con el protocolo descrito por Hernandez-
Meneses et al. (2018) fueron las donadoras de explantes;
dichas plantas se mantuvieron por seis meses en medio
MS (Murashige y Skoog, 1962) con sacarosa (30 g L"), BA
(2.5 mg L), 4cido indolacético (AIA, 0.18 mg L") y agar-
agar Sigma® (9.0 g L).

Medio de cultivo y condiciones de incubacion

El medio empleado en todas las etapas de la
embriogénesis somatica fue el MS basal, el cual se gelifico
con agar-agar (Sigma® 9.0 g L"), el pH del medio se ajustd
a 5.7 con un potenciémetro (Orion 3 Star Plus, Thermo
Scientific®, Waltham, Massachusetts, EUA) y se esterilizé
a121°Cy 1.5kgcm?de presion por 20 min.

Induccion de callo embriogénico

Para la induccioén de callo embriogénico se implementd
el procedimiento descrito por Hernandez-Meneses et
al. (2013). Mediante la técnica de capa fina de células
(thin cell layer) (da Silva, 2010) se obtuvieron secciones
transversales de T mm de grosor de la base de pseudotallos
de vitroplantas de seis meses de edad, las cuales se
establecieron en medio MScon 18 mgL'de 24-Dy0.5¢g
L' de carbdn activado. Los cultivos se incubaron a 26 + 2
°C en oscuridad por 12 semanas con un subcultivo a medio
fresco a las seis semanas y después se expusieron a 16
h de luz (intensidad luminosa de 45 umol m= s™') por dos
semanas mas.

Multiplicacion de los callos y diferenciacion de
embriones somaticos

Masas de callo de aproximadamente 400 mg de peso
se establecieron en medio MS adicionado con 2,4-D (0, 1
y 2 mg L") y carbon activado (0.5 g L"). Los cultivos se
incubaron en condiciones de luz (16 h) por 16 semanas
con subcultivos cada cuatro semanas. Alas 4,8, 12y 16
semanas seevalud el pesofrescodelos callos, el porcentaje
de los callos que dieron origen a callo embriogénico vy el
numero de embriones en etapa globular y escutelar. El
experimento tuvo un disefio completamente al azar con
tres tratamientos y10 repeticiones. La unidad experimental
fue un frasco con callo.

Maduracion de embriones somaticos y germinacion

Masas de callos embriogénicos de aproximadamente
300 mg de peso, que contenian en promedio 15 embriones
en las etapas globular y escutelar, se establecieron
en medio MS con 0.5 g L' de carbén activado y tres
concentraciones de &cido abscisico (ABA, 1,2y 4 mg L),
tres de BA (0.5, 1y 2 mg L") y un testigo sin reguladores
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de crecimiento. Los cultivos se incubaron en luz (16 h) con
un subcultivo a las cuatro semanas. A las ocho semanas
se contabilizé el peso de los callos en fresco, el nimero de
embriones en las etapas globular, escutelar y coleoptilar
y el porcentaje de germinacién. El experimento tuvo un
disefio completamente al azar con siete tratamientos y
10 repeticiones, la unidad experimental fue un frasco con
callo embriogénico.

Conversion y crecimiento de las plantas

Plantulas de 0.5 a 1 cm de longitud se establecieron
en un medio con 50, 75y 100 % de la concentracién del
medio MS adicionado con carbdn activado (0.5 g L") y sin
reguladores de crecimiento vegetal (RCV). Los cultivos
se incubaron en luz (16 h) con un subcultivo a las cuatro
semanas. A las ocho semanas se contabilizé el porcentaje
de conversion y la altura promedio de las plantas (cm). El
experimento tuvo un disefio completamente al azar con
tres tratamientosy 10 repeticiones. La unidad experimental
fue un frasco con 10 plantulas.

Analisis histoldgico del callo embriogénico

Callos embriogénicos de 16 semanas de cultivo
procedentes de la etapa de proliferacion se procesaron con
la técnica de inclusion en parafina. Las muestras se fijaron
en formalina-acido acético-alcohol (FAA, 50:5:10 v/v) por
24 h; se deshidrataron con una serie de alcohol isopropilico
(30, 40, 50, 70,90 y 100 %) y luego en alcohol isopropilico-
xileno (3:1, 1:1, 1:3) y dos cambios en xileno (6 h en cada
solucion); después, se embebieron en parafina liquida a
60 °C, con dos cambios (12 h). Las muestras se cortaron
en secciones de 10 ym de grosor con un micrétomo
rotatorio manual (Histostat, Reichert®, Depew, New York,
EUA), éstas se montaron en portaobjetos con adhesivo de
cromo; finalmente, se tifieron con safranina (0.05 % por 12
h) y verde rapido (0.12 % por 1 min) (Lopez et al., 2005). Las
preparaciones se observaron en fotomicroscopio IlI (Carl
Zeiss®, Oberkochen, Alemania) y las fotomicrografias se
capturaron con camara digital Paxcam®.

Microscopia estereoscépica y de barrido

Los callos embriogénicos y embriones somaticos
se observaron con un microscopio estereoscopico
(Modelo Tessovar, Carl Zeiss®, Oberkochen, Alemania)
y las imagenes se captaron con una camara digital
Paxcam®. Las muestras para la microscopia electronica
de barrido se fijaron en glutaraldehido 2.5 % en solucion
amortiguadora de fosfatos de Sorensen 0.1 M con pH de
7.2 por 24 h (Bozzolay Rusell, 1999) y se lavaron tres veces
(5 min cada una) con la misma solucion. Las muestras se
deshidrataron en serie gradual de etanol (30, 40, 50, 60,
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70, 80 y 90 %) por 45 min en cada concentracion y tres
cambios de 20 min en etanol 100 %. Las muestras se
secaron en aparato (Sandri-780A®, Tousimis Research
Corporation, Rockville, Maryland, EUA) a punto critico, se
montaron y orientaron sobre el porta muestras y luego se
recubrieron con oro durante 4 min en una ionizadora (lon
Sputter JFC-1100, Jeol®, Fine Coat, Tokyo, Japdn) para
luego ser observadas en un microscopio electrénico de
barrido (JEOL JSM 6390%, Tokyo, Japén) operado a 10 kV.

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante analisis de
varianza con el paquete estadistico SAS (SAS Institute,
2004) y lacomparacion de medias se llevé a cabo mediante
la prueba de Tukey (P < 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Multiplicacion de los callos embriogénicos y
diferenciacion de los embriones

Los callos inducidos inicialmente en oscuridad con 18
mg L' de 2,4-D fueron de color blanco y consistencia
compacta, pero cuando se incubaron en condiciones de
luz se tornaron de color verde. Estos callos se usaron en
las etapas de multiplicacién del callo y de diferenciacién
de embriones. El 2,4-D afectd significativamente el
incremento de biomasa de los callos a las 8, 12 y 16
semanas de cultivo. La inclusion de 1y 2 mg L' de 2,4-D
en el medio promovid la diferenciacién de los embriones a
las 16 semanas de cultivo; el peso del callo embriogénico
obtenido después de este tiempo fue 18 veces mayor que
el establecido inicialmente (Cuadro 1). La proliferacion de
estos callos es importante para incrementar la cantidad
de embriones somaticos que potencialmente puedan
generarse.

En el medio de cultivo sin RCV sélo se observé la
proliferacion de los callos en las primeras cuatro semanas;
después, éstos se oxidaron y murieron. El incremento en
peso fresco de los callos por efecto del 2,4-D fue evidente
a la cuarta semana y fue paulatino con cada subcultivo.
La formacion de callos embriogénicos se observé hasta
las 16 semanas de cultivo y se presentd en 60 y 70
% de los explantes cultivados con 1y 2 mg L' de 24-
D, respectivamente. Con 2 mg L' de 2,4-D el ndmero
de embriones globulares fue 3.6 veces mayor que los
escutelares. No se observaron diferencias estadisticas
significativas para el nimero de embriones globulares y
escutelares formados en los callos expuestos a 1 0 2 mg
L' de 2,4-D (Cuadro 1); no obstante, con estas dosis de 2,4-
D se pudieron generar hasta 17.7 embriones globulares y
5.1 escutelares por g de callo. Esta respuesta se debe a
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Cuadro 1. Efecto del 2,4-D sobre la multiplicacion de los callos y la diferenciacion de embriones de H. collinsiana.

Numero de
24-D (mgL") 4 semanas 8 semanas 12 semanas 16 semanas embriones por g
de callo
Peso fresco del callo (g)
0 06 a 00 b 00 b 00 b -
1 0.7 a 22 a 36 a 54 a -
2 08 a 26 a 38 a 55 a -
Callo embriogénico (%)
0 - - - 00 b -
1 - - - 60.0 a -
2 - - - 700 a -
Numero de embriones en etapa globular
0 - - - 00 b 00 b
1 - - - 885 a 16.3 a
2 - - - 97.7 a 177 a
Numero de embriones en etapa escutelar
0 - - - 00 b 00 b
1 - - - 279 a 51 a
2 - - - 238 a 43 a

Medias con letras iguales en cada columna dentro de cada variable no son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

que en el mismo callo se pueden observar embriones en
diferentes etapas de desarrollo. La cantidad de embriones
escutelares registrados en esta etapa correspondio a los
primeros globulares que se diferenciaron en el callo.

Los callos cultivados con 2,4-D se tornaron de color
verde amarillento a las ocho semanas y dieron origen
a masas proembriogénicas (Figura 1A). Los embriones
en etapas globular y escutelar se observaron a las 16
semanas de cultivo (Figura 1B). Los primeros embriones
coleoptilares también se observaron en este tiempo
y cambiaron de color blanco a verde, indicativo de la
germinacion de los embriones somaticos. Los embriones
globulares adquirieron forma eliptica hasta alcanzar la fase
escutelar (Figura 1C), etapa distintiva de la embriogénesis
en monocotiledéneas (Mujib et al., 2016).

En distintas especies la embriogénesis somatica
comprende fases independientes de induccion vy
diferenciacion. En la inducciéon las células somaticas
diferenciadas adquieren competencia embriogénica vy
proliferan como células embriogénicas; en la diferenciacion,
las célulasembriogénicas danlugaraembriones somaticos
(Fehér, 2015). En el presente estudio se observaron ambas
fases en la etapa de proliferacion de los callos, donde el
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principal activador fue el 2,4-D. Se ha reportado que el
suministro exdgeno de este RCV promueve la sintesis de
novo o relocalizacion de otras auxinas endogenas que
contribuyen a la diferenciacion de los embriones a partir
de las células somaticas (Altamura et al., 2016).

Los callos no embriogénicos mostraron apariencia
similar a los embriogénicos; sin  embargo, solo
incrementaron su tamafno y después se oxidaron; en
contraste, los callos embriogénicos formaron masas
proembriogénicas después de las 12 semanas de cultivo.
Estas masas indicaron que en los callos las células
totipotentes expresaron su capacidad genética para formar
células embriogénicas que completaron su transicion de
un estado somatico a uno embriogénico.

El 2,4-D tiene la caracteristica Unica de funcionar
simultaneamente como RCV sintético y como herbicida
inductor de estrés, ambas propiedades pueden contribuir
a su eficiencia como promotor de la embriogénesis
somatica (Fehér, 2015). Las diferentes etapas de desarrollo
de los embriones somaticos de heliconia observadas
en los tratamientos con 2,4-D fueron similares a las
que ocurren en la embriogénesis cigotica. En la mayoria
de los protocolos de regeneracion in vitro las auxinas
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Figura 1. Embriogénesis somatica en Heliconia collinsiana. A) formacion de masas proembriogénicas con 2 mg L' de 2,4-
D, B) embriones globulares y coleoptilares en medio MS con 2 mg L™ de 2,4-D, C) embrién en etapa escutelar, D) masas
embriogénicas con embriones en etapa globular temprana en desarrollo, E) anatomia de embriones en etapa globular
temprana, F) embridn germinado donde se aprecia el procambium, G) plantula con las primeras hojas y meristemo apical
de brote, H) plantulas en un medio con 1 mg L' de BA, 1) crecimiento de plantas regeneradas en medio MS a la mitad de su
concentracion. mp: masa proembriogénica, eg: embridon globular, ec: embridn coleoptilar, pc: procambium, h: hoja, mab:

meristemo apical de brote.

actian como inductores de la embriogénesis somatica
y la diferenciacién sucede al reducir o eliminar la auxina

del medio de cultivo (Nic-Can y Loyola-Vargas, 2016).

En los callos de heliconia el 2,4-D fue necesario para la
diferenciacion de los embriones; su ausencia produjo la
oxidacién y muerte de los callos. Este efecto del 2,4-D
también se ha reportado en la embriogénesis somatica
de algunas variedades de Musa acuminata, donde la
induccion de los callos embriogénicos requirio de 4 mg L'
de 2,4-D (Youssef et al., 2010).

En la literatura existen reportes relacionados con la
embriogénesis somatica en Heliconia stricta (Atehortta y
Valencia, 2002) y H. psittacorum (Urrea y Ceballos, 2005);
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no obstante, la informacion derivada de estos trabajos
no permite replicar dichos protocolos en otras especies
o variedades de este género. Por otra parte, Ulisses et
al. (2007) establecieron secciones de ovarios de los
cultivares Sexy Pink y Sexy Scarlet de H. chartacea en
medio MS con 5 mg L' de 2,4-D; después de 13 semanas
en oscuridad, los explantes se oxidaron y no generaron
callos. En otro estudio, Ulisses et al. (2010) lograron inducir
callos embriogénicos a partir de secciones de ovarios del
cultivar Sexy Pink con 5 mg L' de 24-Dy 25 mg L' de
AlA; sin embargo, los callos no proliferaron y no se logré
la diferenciacion de embriones somaticos, es por ello
que el protocolo para obtener embriones somaticos en H.
collinsiana aqui desarrollado se considera exitoso, debido
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a que permite la diferenciacion de embriones somaticos
a partir de capas finas de células de pseudotallos y su
conversion en plantas; ademas, los resultados obtenidos
en estudios previos con otras especies, y los observados
en la presente investigacion, indican que dentro de la
familia Helioniaceae el genotipo tiene una fuerte influencia
sobre la respuesta morfogenética.

Analisis histoldgico de callos embriogénicos y
microscopia de barrido

Los callos cultivados con 1y 2 mg L™ de 2,4-D durante la
etapa de multiplicacion mostraban apariencia translucida
a las ocho semanas de iniciar el cultivo. Los cortes
histoldgicos de los callos mostraron que se componian
de células de parénquima de paredes delgadas irrigados
con tejido vascular. En la periferia del callo se observaron
células en constante division anticlinal, perpendicular a su
superficie, con nucleos grandes (masas proembriogénicas)
(Figura 1D). Las masas proembriogénicas se observaban
de color beige a las 12 semanas de cultivo y los primeros
embriones en etapa globular se diferenciaron a partir de
estas masas a las 16 semanas.

Los embriones globulares estaban constituidos por
células pequefas en division continua, con citoplasma
denso y procambium (Figura 1E). Estos embriones
crecieron hasta alcanzar el estado de desarrollo escutelar
y, posteriormente, se formé el primordio foliar; en la region
central del embrion se observo el meristemo apical del
brote; en el apice de los embriones en estado coleoptilar
se observé el procambium (Figura 1F) que dio origen al
tejido vascular embrionario, mientras que en la conversion
del embrion se observaron las primeras hojas envainantes
(Figura 1G).
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Maduracion de embriones somaticos y germinacion

La ausencia de RCV favorecio la diferenciacion de
embriones en estado globular y su desarrollo hasta la
etapa escutelar, pero limité su maduracion. Esta respuesta
sugiere que la presencia de ABA y BA fue indispensable
para completar la maduracion de los embriones. El
crecimiento de los callos embriogénicos, asi como la
maduracion de los embriones y germinacion del 100 % de
éstos, fue promovida con 0.5 mg L' de BA; en contraste, la
inclusion de 4 mg L™ de ABA en el medio de cultivo inhibid
el proceso (Cuadro 2).

Losembriones cultivadoscon 0.5mg L' de BAcambiaron
de color, primero de blanco a amarillo y posteriormente a
verde. La cantidad de embriones escutelares se incremento,
mientras se redujo la de globulares; esta respuesta indico
que los embriones globulares continuaron desarrollandose
hasta alcanzar las etapas siguientes. La BA (0.5 mg L)
también promovio que los embriones en estado coleoptilar
germinaran; en contraste, el uso de 1y 2 mg L de BA
ocasiond anormalidades en las plantas (forma de roseta),
caracteristica no deseada (Figura TH).

La etapa de maduracion de los embriones somaticos es
esencial para la germinacion y su conversion en plantas,
ya que durante esta etapa se lleva a cabo la sintesis
y acumulacién de carbohidratos, lipidos y proteinas
de reserva (Bhojwani y Dantu, 2013). Un protocolo de
regeneracion exitoso se obtiene cuando los embriones
alcanzan su madurez y adquieren la capacidad para
convertirse en plantas normales, tal como se observo en
este estudio.

El efecto negativo del ABA en la maduracion de los
embriones somaticos de H. collisiana difiere de lo

Cuadro 2. Maduracién de embriones somaticos de Heliconia collinsiana y su germinacién en presencia de acido abscisico
(ABA) y benciladenina (BA) después de ocho semanas de cultivo.

Fi:ergsilridigr:tie Concentracion  Callo fresco Ndmero de embriones | Germinacion
vegetal (mgL7) (9) Globular Escutelar Coleoptilar (%)
Sin regulador 0 49 a 45 b 70 d 00 d 00 ¢
ABA 1 21 cd 71 b 50 e 21 cd 20.0 bc
1.6 de 57 b 40 e 1.0 cd 00 ¢
4 09 e 39 b 40 e 00 d 00 ¢
BA 0.5 36 b 11.8 a 1560 a 125 a 1000 a
1 2.8 bc 70 b 110 b 69 b 500 b
2 21 cd 59 b 90 ¢ 41 bc 30.0 bc

Medias con letras iguales en cada columna no son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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documentado en otras especies. Algunos beneficios
del ABA son impedir la germinacion precoz, contribuir a
la formacion de las semillas y evitar la embriogénesis
secundaria y pluricotiledonar (Gray, 2011); sin embargo,
en este estudio el ABA causo la oxidacion y muerte de los
embriones de heliconia. Esta respuesta probablemente
esta asociada con la susceptibilidad de los embriones a
este regulador de crecimiento y con su fitotoxicidad en las
concentraciones probadas.

Los RCV de tipo citocininas, como  BA,
6-furfurilaminopurina (cinetina) y 1-fenil-3-(thiadiazol-
5-yl) urea (thidiazuron), normalmente se utilizan en
la etapa de induccion de los callos embriogénicos
en combinacion con auxinas como 2,4-D, picloram
(4cido 4-amino-3,5,6 tricloropiridin-carboxilico) o &cido
naftalenacético (ANA) (Gray, 2011); en cambio, el uso de
citocininas en la maduracion de los embriones somaticos
es menos frecuente y su efectividad se ha reportado en
concentraciones bajas, tal como se observo en este estudio,
ya que con 0.5 mg L de BA los embriones de Heliconia
lograron madurar. Asimismo, en hibridos de Musa sp. la
maduracion de los embriones se consiguid con 0.5 mg
L de BA (Daniels et al., 2003); en otros cultivares de este
género, los mejores resultados se obtuvieron con 0.05 mg
L' de BA (Jalil et al., 2003), al igual que en Cajanus cajan
(Aboshama, 2011).

Conversion y crecimiento de las plantas

Noventa por ciento de las plantulas lograron crecer y
formar hojas verdaderas cuando se cultivaron en medio
MS al 50 % de su concentracion. En este medio las
plantas alcanzaron la altura maxima (5.85 cm) (Figura
11); asimismo, éstas emitieron raices adventicias e
incrementaron el nimero de hojas a las ocho semanas de
cultivo (Cuadro 3).

En el presente estudio el medio MS con la mitad de
concentracién de sales fue suficiente para estimular
la conversion de 90 % de los embriones somaticos en

Cuadro 3. Conversion de embriones somaticos de
Heliconia collinsiana en medios de cultivo con distinta
concentracion de sales.

MS (%) Conversion (%) Altura de planta (cm)
100 25.0 b 2.90 b
75 51.0 b 3.80 b
50 90.0 a 5.85 a

MS: sales de Murashige y Skoog. Medias con letras iguales en cada
columna no son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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plantas normales; de estas plantas, 95 % se aclimataron
favorablemente y continuaron su crecimiento después del
trasplante a condiciones de invernadero en una mezcla de
turba'y perlita (1:1).

Este documento constituye el primer reporte sobre
la regeneracion de plantas de heliconia mediante
embriogénesis somatica. El método descrito de
propagacion clonal in vitro favorece la obtencién de un
mayor nimero de plantas comparado con laorganogénesis,
y es mas eficiente que la propagacién convencional por
division de rizomas. El protocolo aqui desarrollado podria
ser utilizado para propagar especies silvestres de este
género que sobresalen por su potencial ornamental en
México, asi como cultivares y especies comerciales que
emiten pocos hijuelos al afio (variedades comerciales
derivadas de H. caribaea y H. vellerigera); también puede
ser una herramienta Util para incrementar las poblaciones
de nuevos hibridos obtenidos por mejoramiento genético y
reducir el tiempo de seleccion.

CONCLUSIONES

En este estudio se establecid el primer protocolo
de micropropagacion de H. collinsiana mediante
embriogénesis somaticaapartirde seccionestransversales
de pseudotallos expuestos a concentraciones altas
de 2,4-D. El andlisis histoldgico confirmd la naturaleza
embriogénica de las plantas regeneradas. Este protocolo
representa una opcion para la multiplicacion clonal de
esta especie, nativa de México, asi como de otras especies
silvestres, variedades comerciales o genotipos élite.

BIBLIOGRAFIA

Aboshama H. M. S. (2011) Somatic embryogenesis proliferation,
maturation and germination in Cajanus cajan. World Journal of
Agricultural Sciences 7:86-95.

Altamura M. M., F. D. Rovere, L. Fattorini, S. D'Angeli and G. Falasca (2016)
Recent advances on genetic and physiological bases of in vitro
somatic embryo formation. In: In vitro Embryogenesis in Higher
Plants. Methods in Molecular Biology, Vol. 1359. M. A. Germana
and M. Lambardi (eds.). Humana Press. New York, USA. pp:47-
85, https://doi.org/10.1007/978-1-4939-3061-6_3

Atehortia L. y C. I. Valencia (2002) Bioconversion de embriones
somaticos de Heliconia stricta Huber utilizando los sistemas
de inmersion temporal “RITA". Actualidades Biologicas 24:23-
29.

Bhojwani S. S. and P. K. Dantu (2013) Plant Tissue Culture: An
Introductory Text. Springer. New Delhi, India. 309 p, https://doi.
org/10.1007/978-81-322-1026-9

Bozzola J. J. and L. D. Russell (1999) Electron Microscopy: Principles
and Techniques for Biologists. 2nd edition. Jones & Bartlett
Publishers. Burlington, Massachusetts, USA. 670 p.

da Silva J. A. T. (2010) Thin cell layers: power-tool for organogenesis
of floricultural crops. In: Protocols for In Vitro Propagation of
Ornamental Plants. Methods in Molecular Biology, Vol. 589. S.
M. Jain and S. J. Ochatt (eds.). Humana Press-Springer. New
York, USA. pp:377-3971, https://doi.org/10.1007/978-1-60327-
114-1_32



MICROPROPAGACION DE HELICONIAS

Daniels D., R. Gomez K. and M. Reyes V. (2003) Plant regeneration system
via somatic embryogenesis in the hybrid cultivar FHIA-21 (Musa
sp. AAAB group). In Vitro Cellular and Developmental Biology -
Plant 38:330-333, https://doi.org/10.1079/IVP2002299

Fehér A. (2015) Somatic embryogenesis Stress-induced remodeling
of plant cell fate. Biochimica et Biophysica Acta 1849:385-402,
https://doi.org/10.1016/j.bbagrm.2014.07.005

Gray D. J. (2011) Propagation from nonmeristematic tissues—
Nonzygotic embryogenesis. In:  Plant Tissue Culture,
Development and Biotechnology. R. N. Trigiano and D. J. Gray
(eds.). CRC Press. Boca Raton, Florida, USA. pp:293-306.

Hernandez-Meneses E., M. C. G. Lopez-Peralta y A. A. Estrada-Luna
(2013) Callogenesis de Heliconia collinsiana Griggs in vitro:
establecimiento, induccién y proliferacion. Revista Mexicana
de Ciencias Agricolas 4:1175-1186, https://doi.org/10.29312/
remexca.v4i8.1131

Hernandez-Meneses E., M. C. G. Lopez-Peralta y A. A. Estrada-Luna (2018)
Micropropagacion de tres especies de heliconia de interés
comercial en México via organogénesis directa. Revista Bio
Ciencias 5: e487, https://doi.org/10.15741/revbio.05.e487

Jalil M., N. Khalid and R. Y. Othman (2003) Plant regeneration from
embryogenic suspension cultures of Musa acuminata cv. Mas
(AA). Plant Cell, Tissue and Organ Culture 75:209-214, https://
doi.org/10.1023/A:1025814922547

Jerez E. (2007) El cultivo de las heliconias. Cultivos Tropicales 28:29-35.

Kress W. J., J. Betancur y B. Echeverry (2004) Heliconias: Llamaradas de
la Selva Colombiana. Cristina Uribe Ediciones Ltda. Bogota,
Colombia. 203 p.

Lopez C. M. A, J. Marquez G. y G. Murguia S. (2005) Técnicas para el
Estudio del Desarrollo de Angiospermas. 2da edicion. Facultad
de Ciencias. Universidad Nacional Auténoma de México.
México, D. F. 177 p.

Marulanda-Angel M. L., L. Isaza-Valencia y L. M. Londofio-Giraldo (2011)
Propagacion in vitro de Heliconia bihai (L.) cv. Lobster Salmén
a partir de meristemos florales. Acta Agrondmica 60:132-139.

Méndez-Herndndez H. A., M. Ledezma-Rodriguez, R. N. Avilez-Montalvo,
Y. L. Juadrez-Gomez, A. Skeete, J. Avilez-Montalvo, ... and V. M.
Loyola-Vargas (2019) Signaling overview of plant somatic
embryogenesis. Frontiers in Plant Science 10:77, https://doi.
org/10.3389/fpls.2019.00077

Meneses-Guzman A., M. N. Rojas and G. L. Atehortda (2009) Regeneracion
in vitro de Heliconia psittacorum, variedad choconiana, usando
el sistema de seccién transversal delgada “Tcls" (thin cells
layer). Revista UDO Agricola 9:547-555.

340

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 45 (3) 2022

Mujib A., M. Ali, D. Tonk, T. Isah and N. Zafar (2016) Embryogenesis in
ornamental monocots: plant growth regulators as signalling
element. In: Somatic Embryogenesis in Ornamentals and Its
Applications. A. Mujib (ed.). Springer. New Delhi, India. pp:187-
201, https://doi.org/10.1007/978-81-322-2683-3_12

Murashige T. and F. Skoog (1962) A revised medium for rapid growth and
bioassays with tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum
16:473-497, https://doi.org/10.1111/j.1399-3054.1962.
tb08052.x

Nathan M., C. Goh and P. Kumar (1992) In vitro propagation of Heliconia
psittacorum by bud culture. HortScience 27:450-452, https://
doi.org/10.21273/HORTSCI.27.5.450

Nic-Can, G. I. and V. M. Loyola-Vargas (2016). The role of the auxins
during somatic embryogenesis. In: Somatic Embryogenesis:
Fundamental Aspects and Applications. V. M. Loyola-Vargas
and N. Ochoa-Alejo (eds.). Springer. Cham, Switzerland. pp:171-
182, https://doi.org/10.1007/978-3-319-33705-0_10

Ochoa-Alejo N. (2016) The uses of somatic embryogenesis for genetic
transformation. In: Somatic Embryogenesis: Fundamental
Aspects and Applications. V. M. Loyola-Vargas and N. Ochoa-
Alejo (eds.). Springer. Cham, Switzerland. pp:415-434, https://
doi.org/10.1007/978-3-319-33705-0_23

SAS Institute (2003) SAS/STAT® 9.1 User's Guide. SAS Institute. Cary,
North Carolina, USA. 5136 p.

SosaR. F. M, R. Soto 0., P. Machado A. y R. Hernandez P. (2008) Propagacion
in vitro de Heliconia standley Macbride. Biotecnologia Vegetal
8:43-50.

Ulisses C., T. Camara, L. Willadino and C. de Albuquerque (2007) Induction
of somatic embryogenesis in Heliconia chartacea Lane ex
Barreiros cv. Sexy pink and cv. Sexy Scarlet from sections of
ovaries. Revista Brasileira de Ciéncias Agrérias 2:281-284.

Ulisses C., T. R. Camara, L. Willadino, C. C. de Albuquerque and J. Z. de Brito
(2010) Early somatic embryogenesis in Heliconia chartacea
Lane ex Barreiros cv. Sexy Pink ovary section explants.
Brazilian Archives of Biology and Technology 53:11-18, https://
doi.org/10.1590/S1516-89132010000100002

Urrea A. I. y S. M. Ceballos (2005) Empleo de las radiaciones gamma en
la induccion de variabilidad genética en Heliconia psittacorum.
Actualidades Bioldgicas 27:17-23.

Youssef. M., A. James, A. Mayo-Mosqueda, J. R. Ku-Cauich, R. Grijalva-Arango
and R. M. Escobedo-GM (2010) Influence of genotype and age of
explant source on the capacity for somatic embryogenesis of
two Cavendish banana cultivars (Musa acuminata Colla, AAA).
African Journal of Biotechnology 9:2216-2223.



