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RESUMEN

El ave del paraiso (Strelitzia reginae Banks) es una planta orna-
mental que por su belleza es altamente cotizada como flor de corte.
Se propaga por semilla y por division de matas, aunque ambos mé-
todos son muy lentos. La multiplicacién de plantas in vitro via em-
briogénesis somética, ha sido exitosamente establecida en muchas
especies ornamentales. Para S. reginae no existen reportes de su
propagacién mediante dicho proceso ya que presenta serios proble-
mas de oscurecimiento de los explantes cultivados. En este trabajo se
establecié un procedimiento para la induccién de proembriones so-
maticos (PES) a partir de fragmentos (explantes) del nudo cotiledo-
nar de plantulas de 30 d de edad. A los cinco meses de incubacion,
los explantes cultivados en oscuridad produjeron PES en el medio
Murashige y Skoog a 100 % y 50 % de su concentracion, suplemen-
tado con 2,4-D (0.5 a 2.0 mg L), sacarosa (30 g L'!) y carbén acti-
vado (0.1 g L'Y). Los PES crecieron y formaron estructuras de 5 a 6
mm de longitud, cuyo extremo distal present6é una organizacion celu-
lar comparable a la de un meristemo de raiz pero sin centro quies-
cente. Los cortes histolégicos no evidenciaron la presencia de un me-
ristemo apical de brote, lo cual pudo haber causado que los proem-
briones in vitro no completaran su desarrollo.

Palabras clave: Strelitzia reginae, 2,4-D, cultivo in vitro, proem-
brién somatico, callo embriogénico.

SUMMARY

The bird of paradise (Strelitzia reginae Banks) is a beautiful or-
namental plant highly valued as cut flower. It is propagated by seed
or division of old plants, although both methods are very slow. The
in vitro propagation of plants through somatic embryogenesis has
been established successfully for many ornamentals species. There
are no reports about this process in S. reginae because this species
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presents serious problems of browning in the cultured explants. In
this work we established a procedure for the induction of somatic
proembryos (SPE) using cotyledon node fragments from plantlets 30
d old. After five months of incubation, explants cultivated on dark
conditions produced SPE in Murashige and Skoog medium at 100
and 50 % strength, supplemented with 2,4-D (0.5 to 2.0 mg L),
sucrose (30 g L) and activated charcoal (0.1 g L'!). The SPE grew
and formed structures 5 - 6 mm long, whose distal tip presented a
root meristem-like cellular organization which lacked a quiescent
centre. The absence of a shoot meristem in the SPE prevented the
further in vitro development of proembryos.

Index words: Strelitzia reginae, 2,4-D, in vitro culture, somatic
proembryo, embryogenic callus.

INTRODUCCION

El ave del paraiso (Strelitzia reginae Banks) es una
planta ornamental exdtica que por su belleza alcanza un
alto precio en los mercados nacional e internacional. Se
propaga por semilla y por division de matas. Cuando se
propagan por semilla, las plantas florecen hasta siete afios
después de la siembra, y por division de matas tardan 10
afios en poder ser utilizadas como plantas madre. Esto ex-
plica el porqué S. reginae es una de las pocas especies
florales para las cuales no hay cultivares uniformes. El
desarrollo de un método de propagacion in vitro podria
contribuir a la seleccién de clones mejorados de esta es-
pecie, asi como a su proliferacién masiva (Ziv y Halevy,
1983).

La propagacion de plantas in vitfro a través de la em-
briogénesis somatica (ES) ha sido establecida exitosamen-
te para varias especies ornamentales monocotiledoneas.
Previo al proceso de ES, generalmente se presenta la
formacién de proembriones somaticos (PES). Para S. re-
ginae atin no se ha tenido éxito en la ES debido a que pre-
senta serios problemas de oscurecimiento y poca respuesta
de los explantes cultivados en la formacion de PES (Ziv y
Halevy, 1983).

Las primeras pruebas de micropropagacion de S. regi-
nae fueron hechas por Ziv y Halevy (1983) quienes indu-
jeron la formacién de brotes a partir de yemas vegetativas
cultivadas en el medio MS (Murashige y Skoog, 1962)
enriquecido con 1 g L™ de carbon activado (CA). Hosni
(2001) también cultivd meristemos de S. reginae en el
medio MS y logr6 la induccién de brotes con una combi-
nacioén de 6-bencilaminopurina (BAP) y 4cido indolbutiri-
co (AIB). Mas tarde, Duarte de Oliveira et al. (2004) cul-
tivaron segmentos foliares, yemas axilares y embriones
maduros e inmaduros de plantas adultas de S. reginae, y
encontraron que los embriones inmaduros lograron formar
callos y estructuras semejantes a embrioides, pero no con-
tinuaron su desarrollo.
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Por ello, es importante hacer un estudio que permita la
induccién de proembriones somaticos, como una fase pre-
via al proceso de embriogénesis somatica. El objetivo de
este trabajo fue estudiar el efecto de diferentes concentra-
ciones de sales del medio MS, sacarosa y 2,4-D, asi como
de dos condiciones de cultivo (luz y oscuridad), para in-
ducir proembriones somaticos a partir de secciones del
nudo cotiledonar de plantulas de S. reginae cultivadas in
vitro.

MATERIALES Y METODOS

El material vegetal consisti6 en semillas maduras de
ave de paraiso (Strelitzia reginae Banks) obtenidas del
rancho “El Colibri” ubicado en Uruapan, Michoacén,
México. Las semillas desprovistas del arilo se colocaron
en un frasco con jabdn antibacteriano (Member “s Mark®)
y se lavaron con agua corriente durante 15 min. Poste-
riormente, en la campana de flujo laminar horizontal
(ALDER®), se sumergieron en etanol 70 % durante 1
min; después se colocaron en hipoclorito de sodio 1%
por 10 min, se enjuagaron dos veces con agua destilada
esterilizada, y finalmente se colocaron en agua destilada
esterilizada durante 48 h en condiciones de completa os-
curidad a 4 °C.

Germinacion in vitro de embriones cigéticos (EC)

De las semillas desinfectadas se extrajeron los EC y,
para inducir su germinacién in vitro, se cultivaron en el
medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) a 100
%, sin hormonas, y suplementado con 30 g L' de sacaro-
sa (SIGMA®) y 1 g L de carbon activado (SIGMA®).
El pH se ajusté a 5.7 £ 0.1 con NaOH o HC1 0.1 N, y el
medio de cultivo se gelificd con 2 g L de gelrite (SIG-
MA®), y la esterilizacién del medio de cultivo se hizo en
una autoclave vertical (AESA®) a 121°C y 1.1 kg cm? de
presion durante 20 min. Se usaron 80 frascos de vidrio de
80 mL de capacidad, y a cada uno se le agregé 20 mL de
medio de cultivo; se colocaron cinco EC por frasco, para
un total de 400 EC. Todos los cultivos se mantuvieron a
una temperatura de 25 + 1°C, con un fotoperiodo de 16 h
luz y 8 de oscuridad, con una intensidad luminica de 2600
lux aproximadamente.

Induccion de proembriones somaticos (PES) y analisis
histolégico

Para inducir la formacién de PES se utilizaron plantu-
las de 30 d de edad obtenidas por germinacién in vitro de
EC. De estas plantulas se extrajeron, como explantes,
fragmentos del nudo cotiledonar de aproximadamente 0.8
cm’ y se cultivaron en el medio MS, el cual se gelifico
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con 2 g L' de gelrite (SIGMA®). Los factores evaluados
para la induccién de PES fueron: dos concentraciones del
medio de cultivo MS (100 % y 50 %), dos concentracio-
nes de sacarosa (10 y 30 g L"), cinco concentraciones de
acido 2,4-diclorofenoxiacético (0.0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0
mg L7), y dos condiciones de cultivo (luz y oscuridad).
En todos los casos se agregd 0.1 g L™ de carbon activado
al medio MS.

Los PES formados se transfirieron a un medio de ger-
minacion, el cual consistié en el medio MS (50 %), su-
plementado con 50 g L' de sacarosa y gelificado con 8 g
L' de agar bacterioldgico (BIOXON®).

Para el anilisis histolégico se tomaron muestras de
PES y de callos embriogénicos (CE), con la metodologia
propuesta por Sass (1958). Se hicieron cortes transversa-
les (10 um) del CE y longitudinales al eje mayor de los
PES. Los cortes histoldgicos fueron montados en resina
sintética y analizados bajo un microscopio 6ptico com-
puesto Axioskop 2 (Zeiss®) acoplado a un sistema de
captura digital de imagenes AxioCam MRc5.

Disefio experimental y analisis estadistico

Los datos del nimero de PES inducidos por tratamien-
to después de 150 d de iniciado el cultivo, se sometieron a
un anilisis de varianza y a la prueba de rangos multiples
de Tukey (Steel y Torrie, 1985), conforme a un disefio
experimental completamente al azar con arreglo tetrafac-
torial 2 x 2 x 5 x 2. Los 40 tratamientos con 10 repeticio-
nes cada uno, se distribuyeron en frascos de cultivo, cada
uno con cinco explantes; cada explante fue considerado
como una unidad experimental. Los datos fueron trans-
formados mediante raiz cuadrada y se analizaron con el
programa estadistico SAS version 8.0 (SAS Institute,
1999).

RESULTADOS Y DISCUSION
Germinacion in vitro de embriones cigoticos (EC)

En esta investigacion se obtuvo 100 % de germinacion
de los EC a los 4 d de iniciado el cultivo, posiblemente
porque la madurez fisioldgica y las condiciones bajo las
cuales fueron cultivados in vitro, favorecieron dicho pro-
ceso. Estos resultados coinciden con los reportados por
Duarte de Oliveira et al. (2004), quienes observaron que
en embriones maduros e inmaduros de S. reginae sola-
mente los embriones maduros presentaron germinacion,
mientras que los embriones inmaduros Unicamente forma-
ron callos y estructuras parecidas a embrioides, y no mos-
traron desarrollo posterior.
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Induccion de proembriones somaticos (PES) y analisis
histolégico

A cinco meses de iniciado el cultivo, se observo en los
explantes la formacién de masas globulares de aspecto
similar a PES. Los factores que influyeron en el nimero
de PES inducidos por tratamiento fueron: las condiciones
de cultivo, asi como las interacciones medio de cultivo-
sacarosa (A x B) y medio de cultivo-sacarosa-condiciones
de cultivo (A x B x C) (Cuadro 1).

Segun Ziv y Halevy (1983) y Hosni (2001), la incuba-
cioén de cultivos en completa oscuridad por 10 d es esen-
cial para prevenir el oscurecimiento, y asi favorecer la
formacién de brotes en S. reginae. El efecto del 2,4-D
podria estar también relacionado con la induccién de res-
puesta morfogénica, ya que la degradacion de esta auxina
es mas lenta cuando los explantes se incuban en la oscuri-
dad que en luz (Arzate et al., 1998). Esto podria explicar
porqué en la presente investigacion sélo los cultivos en
condiciones de oscuridad y en presencia de 2,4-D forma-
ron PES, atn cuando los explantes se hubieran oscureci-
do. Sin embargo, no se encontraron diferencias significa-
tivas entre las concentraciones evaluadas de 2,4-D (Cua-
dro 1).

Como el medio MS proveé los seis nutrimentos prin-
cipales (N, P, K, Ca, Mg y S), hace suponer que el medio
de cultivo es uno de los factores clave en la morfogénesis
de células que crecen in vitro, de manera que una reduc-
cioén en su concentracion puede afectar el desarrollo mor-
fogénico (Marschner, 1995; citado por Ramage y Wi-
lliams, 2002). Lo anterior se observd en esta investiga-
cion ya que con el medio MS a 100 % se obtuvieron 10
PES, mientras que en la concentraciéon de 50 % so6lo se
observaron cinco (Cuadro 1).

Se sabe también que los carbohidratos suplementados
al medio de cultivo pueden tener mdltiples funciones, co-
mo la histodiferenciacién de PES, por medio de la regula-
ciéon génica (Lipavska et al., 2000). Segin Korbes y
Droste (2005), la concentracién de sacarosa puede afectar
la induccién morfogénica, tanto como fuente nutritiva
como al regular el potencial osmdtico del medio de culti-
vo, puesto que la concentracién de sacarosa a 3 % estimu-
16 1a proliferacion celular en Heliconia rostrata (Torres et
al., 2005). Resultados similares se detectaron en este es-
tudio, ya que con 30 g L' de sacarosa se logré obtener el
73.4 % de PES inducidos (Cuadro 1), lo que al parecer
muestra un efecto conjunto de la fuente de carbono y el
medio de cultivo. Ambos factores (medio de cultivo y sa-
carosa) fueron estadisticamente similares en la prueba de
Tukey (o = 0.05), pero su interaccién mostré un efecto
significativo en la prueba de F (Cuadro 1), por lo que la
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suma de estos dos factores, aunado al de las condiciones
de cultivo, permiten explicar las diferencias significativas
observadas para la interaccién A x B x C, en la induccién
de PES.

Cuadro 1. Promedio del nimero de proembriones somaticos (PES)
inducidos en S. reginae, en respuesta al medio de cultivo, sacarosa,
condiciones de cultivo y 2,4-D. Los valores fueron obtenidos a los
150 d después de iniciado el cultivo.

Factor de estudio Nivel Numero de F
proembriones
Somaticos
formados (%)
Medio de cultivo 100 10 (66.7) a 2.03 ns
(%) (A) 50 5(333)a
Sacarosa (g L") 10 4 (26.6) a 3.97 ns
®) 30 11 (73.4) a
Condiciones de Luz 0(0)a 18.24%**
cultivo (C) Oscuridad 15 (100) b
0.0 0(0)a 2.23 ns
2’ 4-D (mg L—l) 0.5 4 (266) a
(D) 1.0 5(334)a
1.5 5(334)a
2.0 1(6.6) a
AxB 6.57**
AxBxC 6.57%

** P =< 0.01, ¥* =< 0.001, ns = no significativo. Medias con la
misma letra no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). Coeficien-
te de variacion = 12.51 %

Los 15 PES se indujeron a partir de CE, el cual tuvo
un peso promedio de 75.4 mg y una longitud de 1 cm. El
CE obtenido fue de consistencia compacta, de apariencia
blanco-cremosa y con estructuras globulares en la superfi-
cie (Figura 1A), similares a las de PES. Histologicamen-
te, el callo estuvo formado por células parenquimatosas
en tejido compuesto, sin espacios intercelulares y con cé-
lulas alargadas en la periferia (Figura 1B). Se observo,
ademas, que las estructuras globulares se originaron de
forma directa de los explantes (Figura 1C) y mostraron la
apariencia de un proembrion somitico (PES) en estadio
globular, que se originaron del tejido vascular (Figura
1D). Los PES continuaron su crecimiento y formaron es-
tructuras alargadas de 5 a 6 mm de longitud (Figura 1E),
cuyo extremo distal presentd un conjunto de células me-
ristematicas, comparables a las de un meristemo apical de
raiz pero sin centro quiescente (Figura 1F). Los cortes
histolégicos no evidenciaron la presencia de un meristemo
apical de brote.

Lai et al. (1995) reportaron que aun cuando los em-
briones somaticos acumulan altos niveles de nutrientes, su
vigor para germinar es mucho menor que el de las semi-
llas comunes. Este hecho frecuentemente se atribuye a
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que los embriones somaticos pueden tener un limitado ni-
vel de reacciones anabdlicas que puede ocasionar una len-
ta elongacién de radicula e hipocotilo, y a que el meris-
temo del brote en los embriones somaticos puede desarro-
llarse anormalmente durante la maduracidon, como tam-
bién fue observado por Balbdo er al. (2001), quienes cul-
tivaron meristemos apicales de plantulas de Musa spp. en
medio MS con 2,4-D, ANA y Picloram, y reportaron que
s6lo el 2,4-D fue capaz de bloquear el desarrollo normal
de los meristemos utilizados.

En esta investigacién los PES inducidos no lograron
germinar, posiblemente por una exposicién prolongada al
2,4-D que haya producido un efecto negativo en el desa-
rrollo del meristemo, el cual empieza a diferenciarse en el
estadio globular. Ademés en este estadio el transporte po-
lar de una auxina es esencial para establecer la polaridad
del embrién, la cual puede ser afectada si existe un in-
cremento de auxina a nivel endégeno, como consecuencia
de su adicion al medio de cultivo

Figura 1. (A) Callo embriogénico de S. reginae formado en condicio-
nes de oscuridad, en medio MS 100 %, suplementado con 2,4-D 0.5
mg L, y sacarosa 30 g L', 150 dias después de iniciado el cultivo.
La flecha seiiala la estructura globular similar a la de un proem-
brién somatico (PES); barra = 100 uM. (B) Corte histolégico del
callo embriogénico presentado en A, mostrando las células alargadas
localizadas en la periferia del mismo (flecha); barra = 100 uM. (C)
Desarrollo de un PES en estadio globular, y la flecha indica la for-
macion directa a partir del explante; barra = 1000 uM. (D) Corte
histologico del PES presentado en C, y la flecha seiiala el desarrollo
del PES a partir de tejido vascular; barra = 200 uM. (E) Presencia
de un PES indicado por la flecha, desarrollado de forma directa y
aparentemente separado del tejido original; barra = 500 pM. (F)
Corte histolégico del PES presentado en E, y la flecha sefiala una
organizacion celular comparable a la de un meristemo apical de raiz;
barra = 200 uM.
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Con base en lo anterior, es probable que los PES aqui
obtenidos sean el resultado de una embriogénesis alterada
en los primeros estadios de desarrollo, al no presentar el
establecimiento de dicha polaridad (Fischer y Neuhaus,
1996; citados por Balbdo et al., 2001).

En conclusion, en este trabajo de investigacién se lo-
gr6 100 % de germinaciéon de los embriones cigdticos.
Las condiciones de cultivo (luz u oscuridad), asi como las
interacciones medio de cultivo x sacarosa y medio de cul-
tivo x sacarosa x condiciones de cultivo, tuvieron efectos
significativos en el nimero de PES inducidos en S. regi-
nae. La ausencia de 2,4-D no favorecié la induccién de
PES. La mejor induccion de PES se vio favorecida por el
efecto sinérgico del medio de cultivo MS (100 %) adicio-
nado con sacarosa (30 g L), y en condiciones de oscuri-
dad.
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