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INDUCCION DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA A PARTIR DE CORMOS DE Crinum x

powellii “aloum” (Amaryllidaceae)

Induction of somatic embryogenesis fronCrinum x powellii “album” corms (Amaryllidaceae)

RESUMEN

Se indujo la produccién de embriones somaticos)(E®sirtir de callos friables
formados de los cormos internos de la parte basdbsi bulbos d€rinum x
powellii “album” cultivados en el medio Murashige y Skosgplementado con
el acido 2,4-diclorofenoxiacético (1 mg/L) y kirmedi (1.0 a 1.5 mg/L). La
induccion de los ESs se optimizo al utilizar 0.g/lnde 2,4-D y 0.375 mg/L
de kinetina; los ESs proliferaron en el medio M8dide hormonas y después
de su desecacidsge transfirieron al medio MS con acido giberéli@gosu
maduracién; a pesar de las variaciones fisicalasdeondiciones y de los fito-
reguladores, los ESs no evolucionaron a plantulas.

Palabras clave: acido 2,4-diclorofenoxiacético, acido giberélic®-
benzilaminopurina, callos, embriones somaticos,etkia, reguladores de
crecimiento.

ABSTRACT

The production of somatic embryos (SEs) was induiteth friable callus

obtained from internal corms at the basal parhefliulbs ofCrinum x powellii

"album" grown on Murashige and Skoog medium suppleed with 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (1 mg/L) and kinetinO(1to 1.5 mg/L); the
induction of SEs was optimized by using 0.4 mg/&-R, and 0.375 mg/L of
kinetin, the SEs proliferated in the hormone-fre8 Medium and after drying,
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were transferred to MS medium with gibberellic addmaturation; in spite of
the conditions and types of phytoregulators, the &H not evolve to plantlets.
acid, 6-
regulators.

Keywords: 2,4-Dichlorophenoxy acetic, gibberellic
benzylaminopurine, callus, somatic embryos, kinetgrowth

1. INTRODUCCION Los niveles de competencia embriogénica, la magfalo
potencial de los explantes y el establecimientcudivos
embriogénicos proliferantes dependen del mateegétal
de partida. Las variedades de una especie diftargn en
su respuesta a las condiciones de maduracion coned e
tiempo requerido para la diferenciacion de los ronies
somaticos. Por lo tanto, cada fase de la embrigigne
y B, ismina, 10-acetil-licorina y powellina, entre otros somatica debe ser determinada experimentalmente par
[1]; los cuales, poseen propiedades bioldgicasrsiagey una especie vegetal en particular [5].
potencialmente pueden ser desarrollados a nuevos
medicamentos [2], destacandose los constituyeridfpad Son pocos los estudios sobre el cultivo de tejidos
licorina, debido a su potente actividad anticamyesTa, realizados en el génerGrinum y en esta especie en
antiviral, antiacetilcolinesterasa, antimalaricangifingica particular. Con la realizacion de este trabajo, se
[3]. establecieron las condiciones experimentales adasua
para la induccién de la embriogénesis somaticadnti
Puestoque CP es un hibrido estéril, su propagaciéon esde CP, como método alterno de reproduccion masiva d
baja, siendo necesario recurrir al cultiiro vitro para este hibrido.
lograr una mayor tasa de multiplicacion. Debidoaa |
dificultad que existe para regenerar tejidos poasovias
como la organogénesis, se propone la embriogénesis
somatica como método viable vy eficiente para la
multiplicacion vegetativa de especies promisordds |

De los bulbos deCrinum x powellii (CP) “album”
(Amaryllidaceae),se han aislado diferentes alcaloides:
licorina, cherillina, (+) criwellina (3-epitazett), (+)
dihidrohaemantamina, krepowina O-f@cetilcrinina),
neruscina, (-) crinamidina, (-) galantamina, criptlima A

2. MATERIALES Y METODOS

Recoleccion del material vegetalLos bulbos de CP
fueron recolectados en los jardines de la Univarsid
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Tecnoldgica de Pereira y en el corregimiento Laiéto
(Pereira, Colombia), a 1300 m sobre el nivel def,oan
temperatura promedio de 22 °C y humedad relativa de
90% (latitud 4.81°, longitud -75.7°).

Desinfeccion del material vegetallLos bulbos de CP
fueron lavados con detergente comercial (2%), siegoor

un tratamiento de desinfeccién que incluia: EtOBRAY,
NaOCI| (30%) con Extran® (0.5%), una solucién de
Glutarex con Extran® (0.5%) y acido citrico estéril
(0.22%) y una solucién de conservante de plantsP@
(0.3%) y Extran® (0.25%), sucesivamente.

Obtencion de explantes.Se evaluaron cuatro tipos de
explantes de 5 x 5 mm, seccionados de los cornesos
de la parte intermedia (IM) y basal (IB) del bulpde los
cormos externos de la parte intermedia (EM) y b@s8)
del bulbo de CP (figura 1). Durante este process, |

Scientia et Technica Afio XVII, No 46, Diciembrel®0 Universidad Tecnolégica de Pereira.

Induccién de los embriones somaticos (ESd)os callos
friables obtenidos en la etapa anterior, fueronsfiexridos

al medio basal MS suplementado con las vitamimasais

de este medio, modificando la relacion auxina/citoiga

en los tratamientos evaluados durante la induccién
callos, reduciendo en un 40 y 80% la concentradién
2,4-D sin modificar la concentracion inicial deB&P y a

un 60 y 65% la concentracion de 2,4-D y Kkinetina,
respectivamente. Se evalué el efecto del agenificgate,
adicionando agar a concentraciones de 0.8% (medio
soélido) y 0.2% (medio semiliquido) en los medios MS
empleados; los callos cultivados en medio semiligse
mantuvieron con agitacion permanente a 700 rpm. Los
callos fueron subcultivados cada 20 dias hasthtknagion

de ESs para su posterior masificacion, en concisiate
oscuridad.

Proliferacion de los embriones somaticosUna vez

materiales vegetales se mantuvieron en una solucidnobtenidos los ESs, fueron transferidos al medimlsdS

estéril de &cido citrico al 1% para evitar su déshi@cion
y oxidacién.

Tipos de explantes evaluados

Figura 1. Obtencion de explantes del bulbo e x
powellii “album” para la induccién de callos. Tipo de
explantes evaluados durante la induccion de cé&M:
Cormos externos de la parte intermedia del bul®, E
Cormos externos de la parte basal del bulbo, IMn©s
internos de la parte intermedia del bulbo, IB: Casm
internos de la parte basal del bulbo.

Inducciébn de callos Se evaluaron diferentes
concentraciones de 2,4-D (0.25, 0.5, 1.0, 1.5,y2400
mg/L) solo y en combinacion con 6-BAP (0.25, 0.9),1
1.5y 2.0 mg/L) y kinetina (0.5, 1.0, 1.5 y 2.0/ijgen el
medio Murashige y Skoog (MS) (1962) [6], con las
vitaminas tipicas de éste y 0.8% de agar como egent
gelificante; ademas, para controlar la oxidaciéresauo

el efecto de la polivinilpirrolidona (PVP) (100 rhy/sola

y asociada con cisteina (50 mg/L). Adicionalmerse,
evaluaron diferentes concentraciones de 2,4-D (@4,
0.6 y 0.8 mg/L) junto con 6-BAP (0.2, 0.4, 0.8 § ing/L)
empleando 0.2% de agar (medio semiliquido).

Para la evaluacion de cada tratamiento se utiliz&®
explantes como unidades experimentales. Los exgdant
fueron subcultivados periédicamente cada 15 diataha
obtencién de callos y su posterior masificacionrdd esta
etapa se llevd a cabo en condiciones de oscuridaa p
disminuir el riesgo de oxidacion de los explantes.

suplementado con una mezcla compleja de vitaminas,
aminoacidos, carbohidratos, entre otros, tomandnoco
base los propuestos por Kao y Michayluk [7], cajuahs
modificaciones: mio-inositol (100 mg/L), sacar@2&o),
caseina hidrolizada (100 mg/L), niacina (1.0 mg/L),
piridoxina (1.0 mg/L), tiamina (1.0 mg/L), glicin¢D.8
mg/L), biotina (0.01 mg/L), acido fdlico (0.4 mgiL)
cloruro de colina (1.0 mg/L), riboflavina (0.2 mgy/lacido
ascorbico (2.0 mg/L), glutamina (20.0 mg/L), alan{@.0
mg/L), asparagina (8.0 mg/L), &cidg-aminobenzoico
(0.02 mg/L), PVP (100 mg/L) y cisteina (50 mg/L).

También se evaluaron dos agentes gelificantes: agar
(0.8%) y phytagel (0.3%); se determiné el efectolate
fito-hormonas en el desarrollo de los ESs empleando
medios libres de fito-reguladores y otros con 2,003 y

0.5 mg/L), 6-BAP (0.5 y 1.0 mg/L) y GA(0.5 y 0.75
mg/L) en diferentes combinaciones. Los ESs fueron
subcultivados cada 20 dias hasta su masificaciGnueco
fotoperiodo de 12 h de luminosidad.

Maduracién de los embriones sométicosLos ESs
fueron transferidos al medio MS empleado en laatap
anterior, se utiliz6 phytagel (0.3%) como agente
gelificante y se evalud el efecto de la desecad@éros
ESs formados en la etapa de proliferacién previsua
transferencia al medio de maduracién [8]. Paraalogr
dicha desecacién, los ESs fueron cultivados durante
semana sobre la superficie de un disco de papeb fil
estéril ubicado sobre el medio de cultvo MS
suplementado con diferentes concentraciones dg(@3,
0.75, 1.0, 1.5 y 2.0 mg/L); después de este perietio
papel de filtro se retiré y los embriones fueromlseados
directamente sobre el medio de cultivo. Los ESsofue
subcultivados cada 20 dias con un fotoperiodo de d&
luminosidad.

Germinacién y conversion en plantulaLos ESs fueron
transferidos al medio MS utilizado en la etapa de
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maduracién. Se emplearon los siguientes fitoreguésd
2,4-D (0.02 mg/L), ANA (0.1, 0.2 y 0.5 mg/L), GAO.1,

0.3, 0.75, 1.0, 1.5 y 2.0 mg/L), 6-BAP (0.2 y 0.5/h) y

kinetina (0.1, 0.2 y 0.5 mg/L) en diferentes conigioges.

Los ESs fueron subcultivados periédicamente caddi &0
y bajo un fotoperiodo de 12 h de luminosidad
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agentes antioxidantes, donde se presentaron pajegite
crecimiento superiores al 80%. A los 41 dias déwtuke
obtuvo proliferacion rapida de callos friables y la
formacién de ESs globulares y alargados de colemar
particularmente en los medios MS que contenian A.mg
de 2,4-D con cualquier concentracion de kinetin4, (0.0,

1.5y 2.0 mg/L).
Andlisis estadistico. Todos los experimentos fueron
evaluados a través del analisis de varianza y déclica
multivariada de analisis de conglomerados [9]jaaildo
los software estadisticos SPSS 10.0 e InfoStat 837

En cuanto al efecto de los antioxidantes evaluatiss,
resultados coinciden con lo reportado por Malatzadi

Van Staden [12], quienes lograron reducir la oxiglacle
los compuestos fendlicos y la necrosis de los akpsa
provenientes de brotes apicales deinus patula
(Pinaceae), al incluir PVP y cisteina al medio diiwo,

favoreciendo la supervivencia y la iniciacién ddticas

embriogénicos.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Inducciéon de callos La contaminacién microbiana
durante la etapa de induccion de callos a partilode
explantes utilizados del bulbo de CP, fué del 6dwn Los resultados obtenidos al utilizar 2,4-D asociado
total de 3608 explantes empleados. Los explanteskinetina durante la induccién de callos, concuerctzm lo
provenientes de los cormos internos de la partelleg ~ reportado por Chaudhuri and Sen [13], quienes grduj
bulbo (IB) (figura 1) respondieron mejor a todos lo callos a partir de explantes de bulbosSizila siberica

tratamientos ensayados en la formacién de caliablés (Hyacinthaceae, monocotiledonea) en el medio MS
(figura 2a) con el 34% de los explantes a los 2% die ~ suplementado con 1 mg/L de 2,4-D y 0.5 mg/L de
iniciada la induccién de callos; se ha demostragmagtas ~ Kinetina. Sumaryono et al., [14], reportaron resips
zonas del bulbo son las mas totipotentes y por similares en cuanto al efecto del 2,4-D en la faigrade
consiguiente promueven la induccion de callos y callos en la palma aceiter&lgeis guineensislacq.),
embriones somaticos (ESs) abundantemente cuando s®uesto que se logro la induccion y proliferacioncetos
cultivan en el medio de cultivo adecuado [10]. Esto €nh el medio MS con 1.0 mg/L de 2,4-D y 0.1 mg/L de

resultados fueron similares a los obtenidos porainet kinetina. Mientras que la mayor proliferacion déasaen
al., [11], quienes alcanzaron una respuesta opfimante Anthurium andraeanunfmonocotiledénea) se presentd en
la induccién de la embriogénesis somatica (ES) de €l medio MS suplementado con 1.8 mg/L de 2,4-D3y 0.
Narcissus papyraceuscv. Shirazi, al utilizar como  Mg/L de kinetina [15].

explante los cormos internos basales del bulbo.

) . ] Induccién de embriones soméaticosLa induccion de los
Mediante un analisis de conglomerados y teniendo engss (figura 2b y 2c) méas alta se obtuvo en los asehiS
cuenta el porcentaje de explantes que presentarongyplementados con 0.3 mg/L de 2,4-D y 0.5 mg/l6de
crecimiento abundante de callos en cada tratamientogap (medio semi-liquido) y con 0.4 mg/L de 2,4-D y
evaluado, se determiné que el mayor porcentaje dep 375 mg/L de kinetina (medio solido), siendo @tieno
formacion de callos friables (figura 2a) de CP,lcgré tratamiento el mas efectivo, debido a que el pdajerde

con el medio basal MS suplementado con 1.0 mg/z,éte ESs formados fue mucho mayor, como se observaaen |
D en combinacion con kinetina (1.0 y 1.5 mgl/l), tapla 1.

utilizando PVP (100 mg/L) y cisteina (50 mg/L) como

Figura 2. Tipo de callos y estructuras embriogénicas ob&néh los diferentes medios evaluados durantelisi@génesis somética de
C. x powellii “alboum”. a) Callos friables obtenidos en los medMS suplementados con 2,4-D en combinacion costikiv b)
Induccion de embriones somaticos (ESs) en medics®liio en presencia de 2,4-D y kinetina. c¢) Indéicaie ESs en el medio semi-
liquido en presencia de 2,4-D y 6-BAP. d) Proligda de ESs en el medio libre de hormonas de cieoim e - h) Estructuras
formadas a partir de ESs cultivados en medio M3esugntado con GAdurante la etapa de maduracion: raices (R), lnlotaular
alargado (BGA), brote alargado con apice (BAA)temlobular (BG) y masas pro-embriogénicas (MPE).
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En la induccion de ESs de CP lograda con 1 mg/R,de
D en combinacién con kinetina (0.5, 1, 1.5 y 2 mgke
obtuvieron
Kuehnle et al., [16], quienes indujeron la ES dadibs

de Anthurium andraeanuren medios MS suplementados
con 1 a4 mg/L de 2,4-D y 0.33 mg/L de kinetinar &oa
parte, Sumaryono et al., [14], obtuvieron ESs epalma
aceitera [E. guineensidacq.) empleando 0.01mg/L de 2,4-
D y 0.01 mg/L de kinetina. A concentraciones bajas
2,4-D (0.117 mg/L) se indujo ESs en explantes dashde
Drimiopsis kirkii Baker (Liliaceae) y al combinarlo con
kinetina (0.5 mg/L) aument6 su induccion; en ausede
2,4-D no hubo formacibn de embriones vy las
concentraciones altas de éste (1.18 mg/L) redujéson
embriogénesis y aumentaron la formacién de callég [

En cuanto a la combinaciéon de 2,4-D y 6-BAP en la
formacién de callos embriogénicos, se reportaron
resultados similares en la induccion de la E®decissus
papyraceusyv. Shirazi (Amaryllidaceae) [11]; también se
obtuvieron ESs a partir de bulbos dNarcissus
pseudonarcissusvs. Golden Harvest and St. Keverne al

emplear el medio MS suplementado con 1.305 mg/L decinco dias

2,4-D y 0.113 mg/L de 6-BAP [18].

Proliferacion de embriones sométicos.De todos los
medios evaluados durante esta etapa (diez en,ttaal)
mejores resultados se obtuvieron al transferirB8s al
medio MS libre de hormonas,
proliferaron rdpidamente, al desarrollar una enggnesis
repetitiva [19] que generd embriones de color crébras
de oxidacion y en fase globular que podian seradpa y
diferenciados facilmente, tal como se muestraafiglra
2d.

Con respecto a los dos agentes gelificantes evadyagar
(0.8%) y phytagel (0.3%), no se observaron difdeenc
estadisticamente representativas en el
proliferacion de los ESs y ademas fueron homogérros
las estructuras embriogénicas formadas duranteetzga.
Sin embargo, durante la proliferacion se utilizé
exclusivamente phytagel (0.3%), como soporte sétido
los medios de cultivo [20].

Scientialechnica Afio XVII, No 46, Diciembre 2010. Univera@iTecnolégica de Pereira

Para lograr la proliferacion de ESs de varias espec
vegetales, se han utilizado diferentes concentnasioy

resultados similares a los reportado por combinaciones de reguladores de crecimiento, cteaiae

difiere de una especie a otra. Por ejemplo, Anegal.,
[11], obtuvieron mayor nimero de ESs globulares en
Narcissus papyraceusv. Shirazi al utilizar el medio MS
suplementado con 2,4-D (1.6 mg/L), 6-BAP (1.6 mgyL)
0.5 mg/L de GA; mientras que en la regeneraciarvitro

de lichi o ciruela China Litchi chinensis Sonn,
monocotiledonea) [21] y de diferentes especiegyéeéro
Tricyrtis [22], la proliferacién de callos embriogénicos se
obtuvo en el medio MS libre de hormonas.

Maduracién de los embriones somaticosAl transferir

los ESs que proliferaron en el medio MS libre de
hormonas de crecimiento a los medios de maduracion,
éstos aumentaron de tamafio y desarrollaron rdigesa(

2e), brotes de color crema y verde de diferenteside
(globular u oblonga) (figura 2f y 2g) y masas pro-
embriogénicas con pigmentacion verde (figura 2h).

Los embriones que fueron sometidos a desecaci@nttur
antes de transferirlos al medio MS
suplementado con GApresentaron mayor pigmentacién
verde y produjeron gran numero de brotes en forma
globular y alargada (figura 2f). En el desarrol® ld ES

de varias especies como: mandiodéarihot esculenta,
Manihot utilissima [8] y ajo (Allium sativumL.) cv.

puesto que éstos Lumbu Hijau [23], se empled un proceso de desenacio

similar al realizado en este trabajo antes de dpaetde
maduracién de los ESs con el fin de evitar su geanidn
precoz.

En los medios MS suplementados con 1.0, 1.5 y Q. m
de GA se presentd el mayor desarrollo de los ESs sin
diferencias estadisticamente significativas, losalesi
alcanzaron estructuras mas definidas, mientraseques

porcentaje d medios MS suplementados con 0.5y 0.75 mg/L de $8A

observaron masas pro-embriogénicas de color veude g
solo aumentaron de tamafio.

¢ g NUMERO DE

COl(\ln?gElll_\l))_gqﬂ_ngOdQﬁ):NA EkJ/I'\BAEFO?\Igg CONCENTRACION AUXINA EMBRIONES

(mg/L) SOMATICOS (mg/L)/CITOQUININA (mg/L) SOMATICOS
2,4D (0.4) + kinetina (0.12' 397 2,4D (0.3) + €BAP (1.5 40
2,4-D (0.4) + kinetina (0.250) 731 2,4-D (0.75) + 6-BAP (0.25) 31
2,4-D (0.4) + kinetina (0.375) 888 2,4-D (0.75) + 6-BAP (1.0) 17
2,4-D (0.4) + kinetina (0.500) 330 2,4-D (0.6) + 6-BAP (1.0) 11
2,4-D (0.3) + ¢BAP (0.5, 12¢ 2,4-D (0.9) + ¢BAP (1.0 11
2,4-D (0.6) + ¢BAP (0.5, 111 2,4-D (0.3) + ¢BAP (0.25 9
2,4-D (0.3) + 6-BAP (1.0) 46 2,4-D (0.75) + 6-BAP (0.5) 7

Tabla 1. Numero de embriones sométicos (ESs) desarroliewidss diferentes medios de crecimiento evaluadof¢4-D en

combinacién con las diferentes concentracionesBAaB y kinetina.
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Germinacién y conversion en plantula Al transferir los
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AgNO; (1.7 mg/L) y KMnQ (4.5 g) para reducir los
niveles producidos del etileno, la induccién delosal

ESs a los medios de germinacién, no se observaronagumento significativamente. Posteriormente, el ACO1

diferencias con lo obtenido en la etapa de madimaen

mg/L) estimulé la induccién de los ESs y su dedlarro

el desarrollo de los ESs cultivados. Las masas pro-hasta la fase globular, los cuales germinaronrabver el

embriogénicas aumentaron de tamafio; algunos enalsrion
llegaron hasta la fase escutelar, después de lascua
desarrollo se detuvo y un porcentaje alto formaadces.

Hasta el final del proceso inductivo no se logré el
desarrollo de plantulas en ninguno de los tratatogen
evaluados, aunque se produjo rizogénesis (orgaesipn
en la mayoria de los ESs cultivados; la razéon te &3

debe posiblemente a los niveles liberados de auxina

endogena por los tejidos durante el desarrollardskrial
vegetal cultivado, los cuales al combinarse coralesnas

exdgenas presentes en el medio de cultivo, pudieron

inducir la formacién de raices en vez de permitir e
desarrollo de los embriones hacia la fase escy4ar

En el caso de CP, es factible que los tejidoszatilbs
como explantes no presentaran competencia embr@agén

y estuvieran predeterminados principalmente para la

formacién de raices, impidiendo reemplazar el patié

etileno mediante el uso del KMp27].

4. CONCLUSIONES

Se logré establecer las condiciones experimenpaes la
induccion de callos y embriones somaticos (ESs dr
powellii “aloum”. De igual manera, se establecieron los
parametros para la proliferacion y maduracion delSs;
sin embargo, el protocolo para la germinaciéon y
conversién en plantulas de los ESs, no fue exitoso.

5. AGRADECIMIENTOS

5. BIBLIOGRAFIA

expresion de sus genes por un programa nuevo de[l]N.T.N.Tram, Tz.V Titorenkova, V. St. Banka N.

expresién de los de la ES y por ende al desarddio
plantulas por esta via [25]. Si los tejidos y laluas que
se someten a la induccion de la ES no son compstent
embriogénicamente, no daran paso a ESs ni al déearr
de plantulas, asi se les suministren
adecuados a través de los reguladores de crecimient
composicion del medio de cultivo y las condiciones
externas [24].

Por otro lado, pudo ocurrir una alteracién en dkpoial
morfogenético del material vegetal mostrando pérdid
gradual de la capacidad regenerante a lo largoudi@vo,
causado por los reguladores de crecimiento exéggmes
afectan el crecimiento de las células en el momdatta
division y su capacidad para sintetizar sustan@as
metabolitos esenciales para el desarrollo 6ptimdode
embriones soméaticos [25].

Otro factor que pudo haber afectado la germinad®ios
ESs fue la produccion de etileno en el materighadoin
vitro de CP; estudios en condiciones de laboratoric#mdi

que el etileno puede inhibir el desarrollo de la

V. Hanjieva, and S. S. Popov, Cfinum L.
(Amaryllidaceae),” Fitoterapia, vol. 73, pp. 183-208,
2002.

los estimulos[2] F. Cabezas, J. Argoti, S. Martinez, C. Codida,

Bastida, and F. Viladomat, “Alcaloides y actividad
biolégica en Eucharis amazonica, E. grandiflora,
Caliphruria subedentatyy Crinum kunthianumespecies
Colombianas de Amaryllidaceae3cience et Technica
vol. 33, pp. 237-241, 2007.

[3] J. Liu, Y. Li, L. J. Tang, G. P. Zhang, and W. Hu,
“Treatment of lycorine on SCID mice model with huma
APL cells,” Biomedicine & Pharmacotherapyol. 61, pp.
229-234, 2007.

[4] R. Verpoorte, A. Contin, and J. Memelink,
“Biotechnology for the production of plant secondar
metabolites,’Phytochemistryvol. 1, pp. 13-25, 2002.

[5] S. von Arnold, “Somatic Embryogenesis,” @mant
propagation by tissue culture3ra ed., Vol. 1, F. E.

embriogénesis somatica, dependiendo de la especi€George, Ed. Dordresht. Netherlands Springer, 2(@8,

evaluada [26].

El efecto del etileno sobre el cultivo vitro de tejidos
vegetales puede variar a medida que éstos avaozaup
diferentes estadios de desarrollo. Por ejemplcarderla
embriogénesis somatica (ES) desucojum aestivum
(Amaryllidaceae), la inclusion del acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) (1.01 mg/al)
medio de cultivo estimulé la sintesis de etileno y
disminuyd el crecimiento de callos; mientras quetiizar

Fecha Recepcion: 9 de Septiembre de 2010
Fecha aceptacion: 15 de Noviembre de 2010

335- 354.

[6] T. Murashige, and F. Skoog, “A revised mediuon f
rapid growth and bioassays with tobacco tissueuesdt”
Plant Physiologyvol. 15, pp. 473-497, 1962.

[71 K. N. Kao, and M. R. Michayluk, “Nutritional
requirements for growth oWicia hojastanacells and
protoplast plate at a very low population densityliquid

medium,"Planta, vol. 126, pp. 2519-2530, 1975.



118

[8] K. E. Danso, and B. V. Ford-Llyod, “The effeof
abscisic acid and sucrose on post-thaw embryogenic
competence and subsequent plant recovery from
embryogenic calli of cassava,’American-Eurasian
Journal of Agricultural & Environmental Sciengesl. 3,

pp. 663-671, 2008.

[9] J. E. Freud, I. Miller, and M. MillerEstadistica
matematica con aplicacionea ed. México: Pearson
Educacién, 2000, pp. 496-527.

[10] D. O. Sage, J. Lynn and N. Hammatt, “Somatic
embryogenesis iftNarcissus pseudonarcissgss. Golden
Harvest and St. KevernePlant Sciencevol. 150, pp. 209

— 216, 2000.

[11] S. Anbari, M. Tohidfar, R. Hosseini, and R.ddiad,
“Somatic Embryogenesis Induction inNarcissus
papyraceuscv. Shirazi,” Biotecnology vol. 6, pp. 527-
533, 2007.

[12] R. Malabadi, and J. Van Staden, “Role of attants
and amino acids on somatic embryogenesisPofus
patula,” In Vitro Cellular Developmental Biology Plant
vol. 4, pp. 18-186, 2005.

[13] D. Chaudhuri, and S. Sern“vitro response o$cilla
sibericg” Scientia Horticulturagvol. 95, pp. 51-62, 2002.

[14] Sumaryono, I. Riyadi, P. D. Kasi, and G. Gigti
“Growth and differentiation of embryogenic calluada
somatic embryos of oil palnE(aeis guineensidacq.) in
temporary immersion system,Indonesian Journal of
Agriculture vol. 1, pp. 109-114, 2008.

[15] B. N. Del Rivero, P. D. Agramonte, R. R. Banb&.

W. Camacho, L. R. Collado, T. F. Jimenez, P. MePér
and M. O. Gutierrez, “Embriogénesis somatica en
(Anthurium andraeanuntind.) variedad ‘lambada’;’Ra
Ximhai vol. 1, pp. 135-149, 2008.

[16] A. Kuehnle, F-C. Chen and N. Sugii, “Somatic
embryogenesis and plant ifnthurium andraeanum
hybrids,” Plant Cell Reportsvol. 11, pp. 438-442, 1992,

[17] T. H. Lan, P. I. Hong, C. C. Huang, W. C. @Gba
and C. S. Lin, “High-frequency direct somatic
embryogenesis from leaf tissuesDnimiopsis kirkii Baker
(giant squill),” In Vitro Cellular Developmental Biology
Plant, vol. 45, pp. 44-47, 2009.

[18] D. O. Sage, J. Lynn, and N. Hammatt, “Somatic
embryogenesis itNarcissus pseudonarcissass. Golden
Harvest and St. KevernePlant Sciencevol. 150, pp.
209-216, 2000.

Scientia et Technica Afio XVII, No 46, Diciembre BOUniversidad Tecnol6gica de Pereira.

[19] W. Parrott, “La embriogénesis somatica en las
angiospermas,” VI  Simposio Internacional de
Biotecnologia Vegetal. Instituto de Biotecnologia lds
Plantas Villa Clara, Cuba, pp. 7-15, 2002.

[20] E. H. Lee, C. A. Laguna, G. J. Murguia, M.Hforza,
A. L. Iglesias, R. B. Garcia, P. F. Barredo, areht8na B.
N, “In vitro regeneration oEaelia ancepssp Dawsonij”

Revista Cientifica UDO Agricojaol. 7, pp. 58-67, 2007.

[21] D. Puchooa, Ih vitro regeneration of lycheelitchi
chinensisSonn.),” African Journal of Biotechnologyol.
3, pp- 576-584, 2004.

[22] M. Nakano, K. Mizunashi, S. Tanaka, T. Godo, M
Nakata, and H. Saito, “Somatic embryogenesis dauit p
regeneration from callus cultures of several speriethe
genusTricyrtis,” In Vitro Cellular Developmental Biology
Plant, vol. 40, pp. 274-278, 2004.

[23] S. T. Mariani, H. Miyake, R. R. Esyanti, and |
Nurwendah, “Effect of 2,4-D on indirect somatic
embryogenesis and surface structural changes iticGar
(Allium sativum L.) cv. Lumbu Hijau,” Journal
Matematika dan Sainsol. 8, pp. 133-139, 2003.

[24] V. Jiménez, “Regulation ofin vitro somatic
embryogenesis with emphasis on the role of endageno
hormonas,”Revista Brasileira de Fisiologia Vegetalol.
13, pp. 196-223, 2001.

[25] S. von Arnold, I. Sabala, P. Bozhkov, J. Dyalc,
and L. Filonova, “Developmental pathways of somatic
embryogenesis,Plant Cell, Tissue and Organ Cultyre
vol. 69, pp. 233-249, 2002.

[26] V. Kumar, G. Parvatam, and G. A. Ravishankar,
“AgNO; - a potential regulator of ethylene activity and
plant growth modulator,” Electronic Journal of
Biotechnologyvol. 12, pp. 1-15, 2009.

[27] A. Ptak, A. El Tahchy, G. Wyzgolik, M. Henrgnd
D. Laurain-Mattar, “Effects of ethylene on somatic
embryogenesis and galanthamine contentL@ucojum
aestivum L. cultures,” Plant Cell Tissue and Organ
Culture vol 72, pp. 142-147, 2010.



