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INDUCCION DE CALLO EMBRIOGENICO EN Eucalyptus

globulus LABILL.

Cristian Gomez, Matilde Uribe, Darcy Rios y Manuel Sdnchez-Olate

RESUMEN

Se estudio la induccion de callo embriogénico a partir de
tres explantos provenientes de semillas maduras (embriones ci-
goticos maduros, hipocdtilos y cotiledones). Los resultados in-
dicaron que el medio I3 (B5 + ANA 0,5mg-lI' + BAP 1,0mg-1")
produjo los mayores porcentajes de formacion de callo en to-
dos los explantes. La micromorfologia evidencio presencia de
células embriogénicas en todos los explantes, pero en hipoco-
tilos y cotiledones se encontraron estados globulares en fases

SUMMARY

Embryogenic callus induction starting from three explants
coming from mature seeds (mature zygotic embryos, hypoco-
tils and cotyledons) was studied. The results indicated that the
medium I3 (B5 + ANA 0.5mg-I" + BAP 1.0mg-l"') produced the
largest percentages of callus formation in all the explants. Mi-
cromorphology revealed the presence of embryogenic cells in all
explants, while globular states in initial phases were found in

iniciales. Posteriormente, en la fase de diferenciacion, se ob-
tuvo como mdximo 25 estados globulares por callo reactivo,
en un medio B5 suplementado con maltosa (2% p/v) al utilizar
embriones cigdticos maduros. El estudio histoldgico indicé una
diferenciacion interna de los estados globulares, caracterizada
por una formacion concéntrica de haces vasculares, células de
tipo parenquimdtico hacia la periferia y finalmente una proto-
dermis, formada por células isodiamétricas.

hypocotils and cotyledons. Later, in the differentiation phase, a
maximum of 25 globular states by callus were obtained in a B5
medium with maltose (2% p/v) added, when using mature zygot-
ic embryos. The histological study showed internal differentia-
tion of globular states, characterized by a concentric formation
of vascular bundles, parenchymatous cells towards the periphery
and, finally, a protodermis formed by isodiametrical cells.

Introduccion

Los primeros reportes de
induccién embriogénica en
Eucalyptus sp. son los de
Muralidharan y Mascarenhas
(1987) y Muralidharan et al.
(1989), quienes a partir de
embriones cigéticos maduros
de E. citriodora lograron in-
ducir la formacién de embrio-
nes somadticos en un medio B5S
(solucién mineral; Gamborg et
al., 1968) suplementado prin-
cipalmente con glutamina, ca-
seina hidrolizada y 5mg-1" de
acido naftalenacético (ANA).
Si bien son los primeros re-
portes de embriogénesis so-
matica en Eucalyptus, los au-
tores lograron germinar los
embriones somaticos y obtener
plantulas. Incluso el callo em-

briogénico se pudo subcultivar
por 9 meses sin perder su po-
tencial embriogénico. Estudios
posteriores como los de Watt
et al. (1991) en E. grandis,
indicaron la posibilidad de
obtener embriones somdticos
desde hojas de plantulas mi-
cropropagadas, pero en bajas
tasas (30%) y con problemas
de asincronia en el proceso de
germinacion.

Estudios en E. dunnii (Ter-
mignoni et al., 1996) a partir
de semillas completas y en
E. nitens (Ruaud et al., 1997)
también evidenciaron bajas
tasas de formacién de em-
briones, ademds de oxidacién
de los callos durante la etapa
de proliferacién. Sin embargo,
estos tltimos autores indicaron
que es posible la induccién de

embriones somaticos desde
hipocétilos, cotiledones, hojas
y epicétilos, pero solo obser-
varon la formacién de estados
globulares. El desarrollo de
los diferentes estados del em-
brién somatico también difiere
en los estudios, ya que mien-
tras Trindade y Pais (1999)
describieron solamente la for-
macion de estados globulares
en E. globulus, Nugent et al.
(2001) reportaron la formacién
de todos los estados de desa-
rrollo. Ademas estos dltimos
autores, sefialaron la forma-
cion de embriones somaticos
anormales, es decir, con pre-
sencia de cotiledones fusiona-
dos en forma de anillo.

La induccién embriogénica
también fue reportada en traba-
jos de caulogénesis indirecta en

E. nitens, aunque su frecuencia
es muy baja y estd condicionada
por los tipos de explanto inicial
y las condiciones de cultivo,
principalmente combinaciones
hormonales (Bandyopadhyay et
al., 1999). Por otra parte, Ban-
dyopadhyay y Hamill (2000)
en un estudio comparativo entre
embriones cigéticos y somaticos
de E. nitens, encontraron que
los embriones somdticos son
mdés pequeflos que los cigdti-
cos. Secciones longitudinales
de los embriones somdticos
demostraron que se trataba de
una estructura bipolar com-
pletamente encerrada en una
cubierta translicida y estratifi-
cada, sin encontrar diferencias
en su morfologia interna y or-
ganizacion celular con respecto
a embriones cigéticos.
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RESUMO

Estudou-se a indugdo de calo embriogénico a partir de trés
explantes provenientes de sementes maduras (embrides zigoti-
cos maduros, hipocdtilos e cotilédones). Os resultados indica-
ram que o meio I3 (B5 + ANA 0,5mg-I"" + BAP 1,0mg-l") pro-
duziu as maiores porcentagens de formagdo de calo em todos
os explantes. A micromorfologia evidenciou presenca de célu-
las embriogénicas em todos os explantes, mas em hipocotilos
e cotilédones se encontraram estados globulares em fases ini-

ciais. Posteriormente, na fase de diferenciacdo, se obteve como
mdximo 25 estados globulares por calo reativo, em um meio
BS5 suplementado com maltose (2% p/v) ao utilizar embrides
zigoticos maduros. O estudo histologico indicou uma diferen-
ciagdo interna dos estados globulares, caracterizada por uma
formagdo concéntrica de feixes vasculares, células de tipo pa-
renquimdtico na drea periférica e finalmente uma protoderme,
formada por células isodiamétricas.

Por otra parte, Pinto et al.
(2002) al utilizar material de
embriones cigbticos maduros,
lograron la induccién y final-
mente la conversion de embrio-
nes somdticos a plantulas, con
un 21% de éxito. Estos autores
establecieron, que la adicion
de suplementos nitrogenados,
como caseina hidrolizada y
glutamina, utilizados en otras
experiencias para favorecer la
induccién embriogénica, en
este caso, estimulan la forma-
cioén de raices y la formacién
de embriones somdticos anor-
males. Estas anormalidades
ya descritas por Nugent et al.
(2001), fueron desde 61% a
100% en los tratamientos in-
ductores. Finalmente, en un
estudio comparativo entre em-
briones somadticos y cigéticos
con respecto a su contenido de
material genético a través de
citometria de flujo, Pinto et al.
(2004) no encontraron diferen-
cias significativas entre ambos,
lo que estarfa indicando, que la
embriogénesis somadtica, es una
técnica eficiente para la propa-
gacion de genotipos selectos.

En general, todos los estu-
dios logran la induccién em-
briogénica desde embriones
cigéticos. Los autores concuer-
dan en que las especies del
género Eucalyptus son dificiles
de estudiar por el bajo poten-
cial embriogénico y lo compli-
cado de obtener plantulas.

El objetivo de esta investi-
gacion es estudiar la induc-
cién embriogénica a partir de
tres tipos de explantes prove-
nientes de embriones cigéticos
maduros (embriones cigéticos
completos, hipocétilos y co-
tiledones), asi como los re-
querimientos nutricionales y
hormonales implicados en la
induccién y diferenciacién de
estados embriogénicos.

Materiales y Métodos
Material vegetal

Se utilizaron semillas de
Eucalyptus globulus Labill.
donadas por el Instituto Fo-
restal de Chile (INFOR) sede
Concepcién, procedentes de la
Prueba de Progenies de San
Agustin en Cauquenes (co-
secha temporada 98/99). Las
semillas fueron desinfectadas
con alcohol al 70% (v/v) por
Imin, hipoclorito de sodio co-
mercial al 50% v/v (Clorox®)
mds una gota de Quix®, por
20min, seguido por 3 lavados
con agua destilada estéril de
1, 2 y 3min de duracién. Todo
el proceso anterior se realizd
bajo cdmara de flujo laminar.

Germinacion de embriones
cigoticos

La mitad de las semillas se
cultivé en medio MS (Muras-
hige y Skoog, 1962) con los
macronutrientes diluidos Y4, sin
hormonas, 3% (p/v) de sacarosa
y 0,7% (p/v) de Agar (Merck),
durante 21 dias en oscuridad a
24 +1°C. Una vez germinadas
se escindieron los cotiledones e
hipocétilos. Estos explantes se
depositaron en placas de petri
de vidrio de 9cm de didmetro
con 20ml de los medios de in-
duccién y selladas con parafilm.
Por cada placa se instalaron 10
explantes, con 5 repeticiones por
tratamiento y se mantuvieron
en oscuridad continua a una
temperatura de 25 *+1°C por 90
dias. Todos los medios utiliza-
dos se esterilizaron en autoclave
a 120°C (1 atm) por 20min.

Medios de induccion

Para la induccién de callo
embriogénico se implementa-
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ron 6 tratamientos empleando
los medios 11 al 16, suplemen-
tados con las auxinas dcido
2,4 diclorofenoxiacético (2,4-
D) y acido naftalenacético
(ANA), y las citoquininas 6-
bencilaminopurina (BAP) y
kinetina (Kin), de la manera
siguiente:

bajo un flujo de fotones de
80umol-m2-s.

Estudio morfologico
e histologico

Después de la induccion se
efectuaron andlisis macromor-
folégicos que incluyeron aspec-

I1: BS (Gamborg et al., 1968) sin hormonas (Control 1)

12: BS + 2,4-D 2,0mg-I" + BAP 0,5 mg-1"!

I3: B5 + ANA 0,5mg-1" + BAP 1,0mg-1"

I4: BS + 2,4-D 2,0mg-1" + Kin 1,0mg-1"

I5: MS (Murashige y Skoog, 1962) sin hormonas (Control 2)
16: MS + 2,4-D 2,0mg-1" + BAP 0,50mg-1"!

Medios de proliferacion

Los callos formados en los
distintos tratamientos se repi-
caron a medios de prolifera-
cién consistentes en los consti-
tuyentes minerales respectivos
para B5 y MS, por 30 dias.
Después de este periodo, los
callos se transfirieron a me-
dios de cultivo suplementados
con 0,5mg-1"' de BAP. Los
cultivos fueron llevados a con-
diciones de oscuridad a una
temperatura de 25 +1°C.

Medios de diferenciacion

Aquellos callos que presen-
taban caracteristicas embrio-
génicas fueron depositados en
placas de petri (6 callos/placa)
con 20ml de los siguientes
medios de diferenciacion:

D1: BS sin hormonas + sacarosa 2% (p/v)
D2: BS sin hormonas + maltosa 2% (p/v)

Para ambos tratamientos
(D1 y D2) los cultivos fue-
ron mantenidos durante 60
dias en cdmara de incubacién
a 25 =1°C con fotoperiodo
de 16h luz con luz fria (Tu-
bos Philips TLD 36W/54) y

tos tales como textura, color y
friabilidad de los callos. Para
el andlisis micromorfolégico se
realizaron disgregaciones-frotis
a partir de pequefias porciones
de callo (2-3mm). Las muestras
seleccionadas fueron tefiidas
con orceina aceto-lactica 2%
(p/v), siguiendo la metodologia
descrita por Alvarez (1996).
Finalmente, la observacion de
la preparaciéon al microscopio
optico permitié determinar la
existencia de células embrio-
génicas, no embriogénicas y
estados embriogénicos en fases
iniciales.

El estudio histoldgico se rea-
liz6 en callos que presentaron
estados globulares (EG). Para
ello, porciones de callo (5-
6mm) fueron incluidas durante
7 dias en FAA (formaldehido,
alcohol 70% y 4cido acético
glacial), para poste-
riormente deshidra-
tarlas mediante una
serie creciente de
alcoholes e incluirlas en para-
fina liquida. Se hicieron cortes
de 15um con un micrétomo
de rotacién Microm HM 315
y teflidos con safranina acuosa
1% (p/v) y Fast Green 0,5%
(p/v), ambos de Merck.
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Andlisis estadistico

Los andlisis estadisticos se
realizaron mediante el soft-
ware Statistica 6.0. Como
unidad experimental, para la
fase de induccién se considerd
cada placa petri con 10 ex-
plantes repetido 10 veces por
cada tratamiento. Para la fase
de diferenciacién se considerd
como unidad experimental
cada placa petri con 6 callos
repetidas 6 veces por trata-
miento. Se aplicé6 un ANDE-
VA no paramétrico mediante
la prueba Kruskal-Wallis y
se utilizé el test de Dunn con
un nivel de significancia del
5%, para las comparaciones
multiples.

Resultados y Discusion
Induccion callogénica

Aspectos cuantitativos
y macromorfologicos

A pesar que no hubo di-
ferencias significativas entre
los tipos de explante dentro
de cada tratamiento, los me-
jores resultados de induccién
callogénica se obtuvieron con
el tratamiento 14 (Figura 1).
Los explantes mds reactivos
fueron los embriones cigdti-
cos maduros, ya que en los
medios ensayados la forma-
cién de callo a partir de estos
explantes fue superior al 80%.

de callogénesis en 14. En el
medio I3 los callos formados
presentaron rutas morfogéni-
cas dirigidas principalmente
hacia caulogénesis y rizogéne-
sis, situacion descrita en otros
reportes, y que posteriormente
produce una reducida tasa de
produccién de callo embriogé-
nico (Termignoni et al., 1996;
Trindade y Pais, 1999; Nugent
et al., 2001).

Por otra parte, los controles
(I1 e I5) no arrojaron respues-
tas callogénicas en ningtn
tipo de explante (Figura 1) y
las respuestas organogénicas
observadas corresponden a la
germinacién de los embriones
cigéticos.

Los callos procedentes de
los diferentes explantes utili-
zados y diferentes medios de
cultivos presentaron diferen-
cias morfoldgicas evidentes.
Los callos inducidos en los
medios [2 e 14 se presenta-
ron transldcidos, friables y de
color amarillo a café, caracte-
risticas que se han atribuido a
comportamiento embriogénico
en especies lefiosas (Rodri-
guez et al., 2005).

Los callos que expresaron
respuestas organogénicas eran
compactos y presentaron oxi-
dacidn, caracteristica de la
callogénesis en Eucalyptus
(Termignoni et al., 1996). Si
bien este tipo de respuesta no
es deseada cuando se quiere
inducir la formacién de em-

briones somd-

;EC ticos, es posi-
o} ey
s O1gm ble utilizar y
e ] propagar este
8 tipo de callos
S 40 1 para estudiar
3 | la propagacion
de Eucalyptus
T e a través de
organogéne-
Figura 1. Respuestas callogénicas (%) para los dife- gis indirecta
rentes medios de induccién y tipos de explantes Ec:
A . antes B (Watt et al.,
Embrién cigético maduro, Co: Cotiledones, Hi: Hipocé- )
. . . . ! i 1991; Hervé
tilos, I1 - 16: Medios de induccién callogénica. Sobre las
barras se indica la desviacion estandar. No existen dife- € @l 2001).
rencias significativas (Dunn, o= 0,05) para los tres tipos En I2 los

de explantos dentro de cada tratamiento. n= 100.

Los cotiledones alcanzaron un
maximo de 68% de callogéne-
sis en medio I3 y un minimo
de 40% en los medios 12 e
I4. Los hipocétilos, en cam-
bio, alcanzaron un porcentaje
de un 32% en 12, hasta 86%
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callos forma-
dos a partir
de embriones cigéticos madu-
ros (Figura 2a) comenzaron
su formacién después de 14
dias en el medio inductor.
Durante las primeras etapas
de la induccién, se observd
la formacién de pelos radi-

culares a partir de la zona de
la futura radicula, y poste-
riormente la masa callosa se
forma desde los cotiledones
y en menor grado de los ejes
embrionarios.

Los callos que se formaron
desde cotiledones en los me-
dios I3 e I4 eran compactos,
oscuros y también presentaron
rizogénesis adventicia. Parte
de la masa callosa mantuvo el
color verde de los cotiledones
hasta el final del periodo de
induccién. La mayor propor-
cién de callogénesis con ca-
racteristicas embriogénicas se
obtuvieron en los medios 12
e 16, donde los agregados de
callos alcanzaron un didmetro
promedio de 1,5cm. Eran de
color amarillo, friables y no
presentaron oxidacién ni rizo-
génesis adventicia (Figura 2b).

Para el caso de los hipoc6ti-
los, solo en el medio I3 el desa-
rrollo de los callos no alcanzé
un tamaifio significativo al tér-
mino del periodo de induccién
(didmetro <1,5cm), presentando
un aspecto compacto y con

respuestas organogénicas. En
los otros medios de induccion,
los hipocétilos originaron callo
desde las zonas de corte y tam-
bién desde el centro del hipocé-
tilo. Los callos formados eran
friables, translicidos, de color
amarillo a café, con ausencia
de oxidacién y rizogénesis ad-
venticia (Figura 2c).

Aspectos micromorfologicos

En hipocétilos cultivados
en medios 12 e 16 y en cotile-
dones cultivados en medio 12,
se obtuvieron fases iniciales
de formacién de estados glo-
bulares (EG) provenientes de
células con competencia em-
briogénica para responder al
estimulo hormonal, tal como
fuera observado en E. grandis
por Watt et al. (1991). Estas
células son generalmente de
tipo meristemdtico o algunas
parenquimaéticas capaces de
desdiferenciarse. Las células
embriogénicas muestran una
serie de caracteristicas comu-
nes, tipicas de las células en

Figura 2. Aspectos macromorfolégicos, micromorfolégicos e histolégicos de la
induccién y diferenciacion embriogénica. a: Callo formado desde embrién cigético
maduro en medio 12; b: Callo formado desde cotiledones en medio 12; c: Callo
formado desde hipocétilos en medio I4; d: Fotomicrografia de callo formado de
cotiledones en medio 12 (x400), donde CE: Células embriogénicas, y CNE: células
no embriogénicas; e: Diferenciacién de EG en medio D2 (B5 + maltosa) desde
callo formado de embriones cigéticos maduros en medio 12; f: Corte transversal
de dos EG formados en medio D2. P: Protodermis HV: Haces vasculares. Las
barras en a, b y ¢ representan lcm. Las barras en d y f representan Imm.

0CT 2006, voL. 31 Ne 10 IIVERCIERCIA



proceso de divisidn rapida,
tales como tamafio pequefio,
citoplasma denso, nicleo y
nucléolos grandes, vacuolas
pequeiias y gran cantidad de
granos de almidén (Figura
2d). En especies ornamentales
(Radojevic et al., 1979), en la
induccién embriogénica de E.
grandis (Watt et al., 1991) y
E. nitens (Bandyopadhyay y
Hamill, 2000) estas caracte-
risticas se han observado en
células individuales y grupos
de células que dan origen a
los embriones somdticos. En
general, se concuerda que la
embriogénesis somdtica di-
recta se origina desde células
altamente competentes, las
cuales forman inmediatamente
embriones somaticos, mientras
que la embriogénesis somati-
ca indirecta se origina desde
células que deben desdife-
renciarse para que adquieran
la competencia embriogénica
(Ahuja, 1993).

En el presente estudio las
células embriogénicas se obser-
varon en todos los explantes al
final del periodo de induccién,
pero la formacién de EG fue
mds notoria en cotiledones e
hipocétilos, lo que induce a
pensar, que en este tipo de
explante el inicio de los EG
transcurre en menor tiempo de-
bido a la presencia de células
altamente competentes, aunque
no queda claro si el origen de
los EG es uni o multicelular.

En Coffea arabica (Quiroz-
Figueroa et al., 2002) las célu-
las que originan los embriones
somdticos presentan las mis-
mas caracteristicas observadas
en este estudio. Sin embargo,
estos autores concuerdan en un
origen unicelular tanto para la
embriogénesis somdtica directa
como indirecta.

Por otra parte, la formacién
de los EG es similar a la for-
macién de nuevos brotes ad-
venticios. Azmi et al., (1997)
describieron el origen de bro-
tes de E. globulus a partir de
un grupo meristemdtico de
forma tetraédrica ubicado en
las proximidades de glandulas
de aceite. Esta zona, altamen-
te competente, se diferencia
directamente en brotes al ser
estimulado principalmente
con BA, como también ha

sido descrito por Trindade y
Pais (1999). De igual mane-
ra, en la organogénesis de E.
gunni (Hervé et al., 2001) se
describe el origen de brotes
adventicios a partir de ciertas
células con alto contenido de
clorofila, ubicadas en capas
subepidérmicas, al utilizar
nudos y entrenudos, mientras
que al utilizar hojas, la neo-
formacién implica participa-
cioén del sistema vascular.

Proliferacion
y diferenciacion

Durante la fase de prolife-
racién todos los callos man-
tuvieron las caracteristicas
macromorfolégicas descritas
para la induccién callogénica
respecto a su morfologia ex-
terna, pero se registraron dife-
rencias con respecto a la tasa
de proliferacién. En general,
los callos que provenian de
embriones cigéticos maduros
e hipocétilos, crecieron mds
rapido con respecto a aquellos
obtenidos de cotiledones.

Aspectos micromorfologicos

Después de 14 dias de es-
tablecidos los tratamientos
de diferenciacién (D1 y D2),
en todos los tipos de callos
se observaron zonas con pig-
mentacién roja atribuible a
la sintesis de pigmentos an-
tocianos, lo cual solo sucede
en condiciones de luz. Los
primeros autores en descri-
bir esta caracteristica, que es
propia de la embriogénesis
somadtica de Eucalyptus, fue-
ron Muralidharan et al. (1989)
a partir de callos provenientes
de semillas de E. citriodora.
Ellos indicaron que es posible
visualizar la presencia de los
embriones somaticos por su
coloracién (“dark red”), pero
no queda claro si aparece en
los cultivos en oscuridad o
a la luz. Esta duda también
la reportaron Termignoni et
al. (1996) ya que solamente
observaron estas estructuras
cuando los cultivos embrio-
génicos de E. dunnii fueron
repicados a la luz, tal como
sucedi6 en el presente estudio;
ademds se constaté que el cre-
cimiento y diferenciaciéon de
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los EG procede
de estas zonas
pigmentadas.
Los EG pre-
sentaron una
generacion pro-

j&V)

80 1

gresiva de cé-
lulas formando

Formacién de EG

estructura glo-
bular integrado
(Figura 2e). Se

(o2

N° de EG/CR

ferenciacion in-
terna de estruc-
turas vasculares
y una marcada
polaridad. Al
final del perio-
do de induc-
cion, los EG en
fases iniciales
se obtuvieron
principalmente
al utilizar coti-
ledones e hipo-
cotilos como explantes inicia-
les, lo que indica una mayor
competencia embriogénica de
este tipo de material.

La diferenciacion de los EG
se produjo desde la superficie
y el interior de la masa callo-
sa, lo cual se constatd en los
cortes histolégicos. Inicialmen-
te presentaron una protodermis
delgada y transparente, for-
mada por divisiones celulares
anticlinales, que después de 60
dias se torné gruesa y opaca.
Paralelamente se detecté una
tendencia bipolar del creci-
miento de los EG. Internamen-
te (Figura 2f) se observo la
formacién de haces vasculares
concéntricos en el centro de la
estructura; hacia la periferia,
la formacién de una capa de
células de tipo parenquimético
derivada de divisiones celula-
res anticlinales y periclinales,
y finalmente, una protodermis
formada por una capa de célu-
las pequefias e isodiamétricas.
La formacién de protodermis y
tejido parenquimadtico también
fue reportado por (Ruaud et
al., 1997), quienes realizaron
estudios histolégicos de em-
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Figura 3. Aspectos cuantitativos de la diferenciacién
embriogénica. a: Porcentaje de formaciéon de EG (%EG)
en medio D1 (B5 + sacarosa 2% (p/v), barras negras) y
D2 (B5 + maltosa 2% (p/v), barras blancas); b: Nimero
de EG por callo reactivo en medio D1(B5 + sacarosa
2% (p/v), barras negras) y D2 (B5 + maltosa 2% (p/v),
barras blancas). Sobre las barras se indica la desviacién
estandar. Letras distintas indican diferencias significati-
vas (Dunn, o= 0,05) entre los medios de diferenciacion
dentro de cada tratamiento. n= 60.

briones sométicos de E. nitens,
pero no mencionan formacién
de elementos vasculares.

De igual manera en la orga-
nogénesis de E. gunni, Hervé
et al. (2001) describieron la
diferenciacién de brotes ad-
venticios desde protuberancias
meristematicas, a través de una
serie de divisiones periclinales
y anticlinales. Pero a diferencia
de los EG, estos nuevos brotes
estan ligados al tejido de ori-
gen y no pueden ser separados
a menos que se destruya la
organizacion tisular.

Durante la diferenciacién
se produjeron altas tasas de
oxidacién y necrosis, sobrevi-
viendo los tratamientos que se
muestran en la Figura 3. Aun-
que en forma general el efecto
de la oxidacién es negativo
sobre la masa callosa, Band-
yopadhyay y Hamill (2000)
establecieron que favorece la
diferenciacién y el desarrollo
de la cubierta epidérmica de
los embriones somadticos.

La mayor formacién de EG
se observé en el medio D2
con cotiledones provenientes
de medio 12 (39%) y en em-
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briones cigéticos maduros pro-
venientes de 12 e 16 (67%).
Existiendo en este dltimo se
hallaron diferencias significati-
vas (Figura 3a). Con respecto
al cuociente entre nimero de
estados globulares por callo
reactivo (EG/CR), hubo mejo-
res resultados con D2 y dife-
rencias significativas al utilizar
embriones cigéticos maduros
en 12 e 16 (Figura 3b). Los EG
que se consideraron validos
fueron aquellos de didmetro
mayor a lmm y ubicados en la
superficie de los callos.

La adicién de maltosa fue
positiva, tanto para el nimero
como para el tamafio de los
EG formados en los callos. Su
efecto ha sido reportado por
Trindade y Pais (1999), esta-
bleciéndose como una fuente
de carbohidratos mds adecuada
que galactosa y sacarosa para
el desarrollo de los embriones
somdticos de E. globulus. En
otras especies lefiosas, tales
como Abies alba (Hristoforo-
glu et al., 1995) y Abies nord-
manniana (Norgaard, 1997)
este azucar también induce un
mayor desarrollo de embriones
somdticos. En Prunus avium
(Reidiboym-Talleux et al.,
1999) obtuvieron un aumento
significativo de la maduracién
de embriones somdticos blan-
cos al aplicar maltosa. Al res-
pecto, los autores concuerdan
en que la sacarosa es degra-
dada a monosacdridos mds
rdpidamente que la maltosa,
produciendo hipoxia y acu-
mulacién de etanol en las cé-
lulas. El bajo metabolismo de
maltosa mantendria una cierta
concentracion de oxigeno, la
cual permite el desarrollo de
los embriones somdticos, lo
que también indican Fuentes et
al. (2000) al analizar el efecto
de diferentes fuentes de carbo-
hidratos en la embriogénesis
somatica de Coffea canepho-
ra. Estos autores indican que
maltosa es superior a sacarosa,
fructosa y glucosa en cuanto al
nimero de embriones somdti-
cos por explante.

Blanc et al. (1999) formula-
ron dos hipétesis para explicar
el efecto beneficioso de la mal-
tosa sobre la maduracién de
embriones sométicos de Hevea
brasiliensis, la primera asocia-
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da a que la baja hidrdlisis de
la maltosa implicaria un des-
censo de los carbohidratos dis-
ponibles dentro de la célula, lo
que permite una reorientacion
de programas de desarrollo a
nivel genético, mientras que
la segunda hipétesis establece
que la propia molécula de mal-
tosa tiene un efecto especifico
sobre la reorientacion de estos
programas.

A pesar de que externa-
mente no se pudo diferenciar
estados de corazon, torpedo
y cotiledonar, las evidencias
morfogénicas observadas per-
miten afirmar que en el proce-
so de embriogénesis somadtica
de E. globulus, estos estados
embriogénicos avanzados estdn
condicionados a los aportes
hormonales, minerales, am-
bientales y al origen del ma-
terial vegetal, ya que mientras
algunos autores describen el
desarrollo de todos los esta-
dos de desarrollo del embrién
somdtico (Nugent et al., 2001)
otros solo describen formacién
de estados globulares (Trinda-
de y Pais, 1999). Sin embargo,
es probable que la forma y
secuencia de aplicacién de los
tratamientos inductores también
originen las diferencias sefiala-
das, ya que ambos grupos de
investigadores aplican tiempos
de induccién diferentes.

Conclusiones

Se establecié una forma in-
directa de induccién de em-
briones somaticos de E. glo-
bulus mediante la formacién
previa de EG, siendo los em-
briones cigéticos maduros el
tipo de explante con el que se
obtiene mayores porcentajes
de formacién de callos en los
tratamientos utilizados.

Los patrones de diferencia-
cion histolégica de los EG en
son similares a los descritos
para otras especies, y los apor-
tes de maltosa fueron positi-
vos para la diferenciacién y el
nimero de EG/CR al utilizar
principalmente embriones cigo-
ticos como explanto inicial.
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