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Resumen 
Una vía propuesta para la micropropagación del Anthurium con mayores ventajas es la embriogénesis somática, donde la multiplicación de propágulos embriogénicos permite el empleo de medios de cultivo en estado líquido, el manejo de grandes cantidades de embriones somáticos al mismo tiempo y la posibilidad del uso de biorreactores. En el siguiente trabajo nos trazamos el objetivo de desarrollar la embriogénesis somática a partir de hojas in vitro de la variedad Lambada de anturio (A. andraeanum Lind.) en medios de cultivo semisólido. La investigación se realizó en el Laboratorio de Propagación Masiva de Plantas del Instituto de Biotecnología de las Plantas. Para la obtención de plantas in vitro se emplearon secciones de hojas jóvenes enrolladas de plantas cultivadas en casas de cultivo y se emplearon como explantes iniciales hojas de estas plantas in vitro en un segundo subcultivo de organogénesis. Se realizaron experimentos con el objetivo de evaluar el efecto de reguladores del crecimiento en la inducción de la embriogénesis somática indirecta y para mejorar la formación y diferenciación de los embriones somáticos en la fase de germinación. Los embriones somáticos fueron cultivados en diferentes concentraciones de sacarosa y de ABA. Se evaluó el efecto del 6-BAP, el ácido giberélico y la frecuencia de inmersión sobre la germinación de estos embriones somáticos. Se evaluó la conversión de los embriones somáticos en diferentes sustratos. En la tercera semana de cultivo los explantes lograron formación de callos en las tres combinaciones de 2,4-D con kinetina y a los 60 días de cultivo en un gran número de callos se observó la presencia de ESAF y ESBF. Los mejores resultados en la formación de embriones somáticos de alta frecuencia se lograron con 4% de sacarosa en el medio de cultivo MS. Se logró la maduración, germinación y conversión de los embriones somáticos en plantas. Se introdujo esta tecnología en la biofábrica del IBP y se logró la producción a escala comercial de plantas con calidad. 
INTRODUCCION

Dentro de las plantas tropicales, el anturio (Anthurium andreanum Lind.) es apreciado por la vistosidad de sus espatas de color rojo, rosa, blanco, verde, anaranjado y misceláneo. 
Convencionalmente los anturios han sido propagados por semilla, pero las semillas no pueden ser almacenadas, el tiempo requerido desde la polinización hasta la madurez de la semilla y el posterior desarrollo de las plantas es de tres años aproximadamente. Además las plantas propagadas por semillas son heterogéneas (Geier, 1990). En los últimos años, las técnicas biotecnológicas han permitido cambios para la multiplicación de plantas en forma más rápida, al mismo tiempo que ha hecho posible extender la capacidad de propagación clonal a especies que no eran posibles propagarse por las técnicas convencionales (estacas, acodos, injertos, etc.) En esta forma se ha extendido la formación de clones de ejemplares selectos a un número de especies cultivadas (Vargas et al., 2004). 

La micropropagación masiva con el empleo de una etapa de formación de callos, seguida por la formación de yemas adventicias  se ha propuesto como una posibilidad para producción a gran escala (Pierik et al., 1974); sin embargo, este método resulta en la formación de plantas no deseables (Geier, 1988). Una vía propuesta con numerosas ventajas es la embriogénesis somática, donde la propagación masiva de plantas a partir de propágulos embriogénicos es la aplicación comercial más atractiva (Merkle et al., 1990). Además permite el empleo de medios de cultivo en estado líquido, el manejo de grandes cantidades de embriones somáticos al mismo tiempo y la posibilidad del uso de biorreactores (Young, 1999; de Feria 2000). 

Para la propagación de anturio (Anthurium andraeanum Lind.) el desarrollo de un sistema de embriogénesis somática pudiera facilitar los estudios de transformación genética y la obtención de nuevas plantas transgénicas con nuevas características así como la obtención de plantas con un índice de multiplicación más alto (Kuehnle et al., 1992; Chen et al; 1997; Vargas et al; 2004). 

En base a los antecedentes descritos anteriormente se planteó la siguiente hipótesis de trabajo: Es posible desarrollar la embriogénesis somática a partir de hojas in vitro de la variedad Lambada de anturio (A. andraeanum Lind.) en medios de cultivo semisólido.

Para dar cumplimiento a esta hipótesis en la presente investigación se establecieron los siguientes objetivos:

· Determinar las relaciones de los reguladores de crecimiento y los medios de cultivo s para la fase de formación de callos.

· Establecer la fase de diferenciación de embriones somáticos.

· Estudiar el efecto de los reguladores de crecimiento en la germinación de los embriones somáticos.

· Evaluar el comportamiento de las plantas obtenidas a partir de los embriones somáticos en la fase de aclimatización.

· Valorar el efecto económico de la aplicación de esta metodología en la producción.

Novedad científica: Obtención de un protocolo para el establecimiento de la embriogénesis somática de anturio (Anthurium andraeanum Lind.) variedad Lambada a partir de hojas de plantas in vitro. Se obtuvo la formación de embriones somáticos en medio de cultivo semisólido y la regeneración de plantas, estos resultados no han sido descritos en la literatura nacional e internacional para esta variedad.

Importancia teórica: Con el resultado de este trabajo se pretendió el conocimiento del proceso de la embriogénesis somática en el cultivo de anturio (Anthurium andraeanum Lind.) variedad ‘Lambada’. 

Importancia práctica: Se establece una metodología de trabajo eficiente para la reproducción masiva de anturio mediante la embriogénesis somática y se ofrece una herramienta importante para la transformación genética de esta especie.
MATERIALES Y METODOS

La presente investigación se realizó en el Laboratorio de Propagación Masiva de Plantas del Instituto de Biotecnología de las Plantas (IBP) adscrito a la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas (UCLV), Santa Clara, (Cuba), durante el período comprendido entre enero de 2002 y diciembre de 2005.

Procedimientos generales

Preparación del material vegetal
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Como material inicial para la investigación del proceso de la embriogénesis somática se emplearon hojas de plantas in vitro de Anturio (Anthurium andraeanum Lind.) variedad ‘Lambada’ obtenidas por organogénesis indirecta según el siguiente procedimiento: Para la obtención de plantas in vitro se emplearon secciones de hojas jóvenes enrolladas de plantas cultivadas en casas de cultivo CARISOMBRA (Figura 1) procedentes de la empresa EMPRESTUR ubicada en la provincia de Matanzas (Cuba). 
Figura 1. Material vegetal élite utilizado para el establecimiento in vitro de anturio (A. andraeanum Lind.)variedad ‘Lambada’

Desarrollo de la embriogénesis somática indirecta

Inducción de la embriogénesis somática indirecta 

Este experimento se realizó con el objetivo de evaluar el efecto de la auxina - citoquinina sobre la formación de callo para la inducción de la embriogénesis somática indirecta. Se empleó como explante inicial hojas de plantas in vitro procedentes del segundo subcultivo obtenidas por organogénesis indirecta. 
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Figura 2. Material vegetal in vitro utilizado para la inducción de la embriogénesis somática indirecta de anturio (A. andraeanum Lind.) var. ‘Lambada’

Formación y diferenciación de embriones somáticos

Se estudiaron tres concentraciones de 6-BAP 2,22, 4,44 y 6,66 µM y un control sin reguladores de crecimiento para cada medio de cultivo.

Influencia de diferentes concentraciones de azúcares en la formación y diferenciación de embriones somáticos

El objetivo de este experimento fue mejorar la formación y diferenciación de los embriones somáticos para la fase de germinación. 

Maduración de embriones somáticos 

Efecto del ABA en la maduración de los embriones somáticos 

Embriones somáticos en etapa coleoptilar obtenidos en la mejor variante del experimento anterior fueron sometidos a un proceso con ABA con el objetivo de lograr una correcta maduración. 

Efecto de diferentes concentraciones de sacarosa en la maduración de los embriones somáticos 

Con el objetivo de lograr la maduración, embriones somáticos en etapa cotiledonal, fueron cultivados durante un  período de 30 días con diferentes concentraciones de sacarosa (4.0, 6.0 y 8.0 %). 

Germinación de los embriones somáticos 

Efecto del 6-BAP y el ácido giberélico sobre la germinación de embriones somáticos 
El objetivo de este experimento fue determinar la germinación completa de los embriones somáticos. La germinación completa de los embriones somáticos constituye uno de los pasos más importantes para validar in vitro cualquier proceso embriogénico. 

Efecto del 6-BAP y el ácido giberélico sobre la germinación de embriones somáticos en los sistemas de inmersión temporal tipo RITA
El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de la frecuencia de inmersión en la germinación de los embriones somáticos.  Se estudiaron dos frecuencias de inmersión, dos y cuatro inmersiones por día con un tiempo de inmersión de dos minutos para ambas frecuencias. 

Conversión de los embriones somáticos

Los embriones somáticos que germinaron después de cultivados en el medio de germinación y que alcanzaron una altura de cuatro centímetro y cinco hojas fueron transferidos al ambiente ex vitro  en los sustratos que se describen en la tabla a continuación.
Tabla 1. Composición de los sustratos evaluados en la fase de aclimatización.

	Tratamientos
	Materiales empleados como sustratos (%)

	
	Casting
	Zeolita
	Fibra de coco

	1
	100
	
	

	2
	85
	15
	

	3
	70
	15
	15

	4
	70
	30
	

	5
	55
	30
	15


Procesamiento estadístico
Para el procesamiento estadístico de los datos se aplicaron modelos de análisis de varianza (ANOVA) previa comprobación de las características de normalidad y homogeneidad de la varianza mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov a las variables evaluadas. Para los análisis estadísticos se utilizó el software Statgraphics Plus versión 5.0 para ‘Windows’. 

RESULTADOS Y DISCUSION

Desarrollo de la embriogénesis somática indirecta

Inducción de la embriogénesis somática indirecta 

En la tercera semana de cultivo los explantes presentaron formación de callos en las tres combinaciones de 2,4-D con kinetina. Los callos formados cubrieron la totalidad del explante a las seis semanas de cultivo, se observó la presencia de callo compacto, seco, de color amarillo y características nodulares en todos los tratamientos evaluados.
[image: image1.jpg]



Figura 3. Callo formado a partir de segmento foliar de plantas cultivadas in vitro de anturio (Anthurium andraeanum Lind.) de la variedad ‘Lambada’ a los 21 días de cultivo.
Formación y diferenciación de embriones somáticos

A partir de los 40 días de cultivo se observaron pequeñas estructuras de coloración amarillo transparente sobre los callos cultivados con 4.4 µM de 6-BAP y a los 60 días de cultivo en un gran número de callos se observó la presencia de ESAF y ESBF (Figura 4).      
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Figura 4. Embriogénesis somática indirecta en anturio (Anthurium andraeanum Lind.) variedad ‘Lambada’. A) Callo con (ESAF) y B) callo con (ESBF).
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Figura 5. Efecto de diferentes concentraciones de 6-BAP en el desarrollo de embriones somáticos de alta frecuencia en anturio (Anthurium andraeanum Lind.), variedad ‘Lambada’ a los 60 días de cultivo.
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Figura 6. Efecto de diferentes concentraciones de 6-BAP en el desarrollo de embriones somáticos de baja frecuencia en anturio (Anthurium andraeanum Lind.), variedad ‘Lambada’ a los 60 días de cultivo.

4.2.3. Influencia de diferentes concentraciones de azúcares en la formación y diferenciación de embriones somáticos

Los mejores resultados en la formación de embriones somáticos de alta frecuencia se lograron en el tratamiento tres con 4% de sacarosa y 0% de glucosa en el medio de cultivo MS.
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Figura 7. Efecto de la concentración de carbohidratos en la formación de los embriones somáticos de alta frecuencia de anturio (Anthurium andraeanum Lind.).
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Figura 8. Efecto de la concentración de carbohidratos en la formación de los embriones somáticos de baja frecuencia de anturio (Anthurium andraeanum Lind.).

4.3.2. Efecto de diferentes concentraciones de sacarosa en la maduración de los embriones somáticos 

Se logró la maduración de los embriones somáticos al utilizar una concentración de sacarosa de 4 %. 
4.4. Germinación de los embriones somáticos 

4.4.1. Efecto del 6-BAP sobre la germinación de embriones somáticos 
4.4.2. Efecto del 6-BAP sobre la germinación de embriones somáticos en los sistemas de inmersión temporal tipo RITA
Tabla 2. germinación de los embriones somáticos al aplicar diferentes inmersiones por día.
	Número de inmersiones por día
	Germinación de los embriones somáticos (%)

	2
	52.5 b

	4
	70.5 a

	ES
	±0.04


4.4.3. Efecto de diferentes concentraciones de AIA para incrementar la calidad de los embriones somáticos germinados

Los análisis estadísticos mostraron que tanto los efectos principales como la interacción fueron altamente significativos, para la variable longitud de los embriones somáticos. Los resultados obtenidos se exponen en la Tabla X. donde pueden observar las diferencias encontradas entre los tratamientos probados. 

Tabla 3. Efecto de la concentración de AIA y sacarosa para incrementar la calidad de los embriones somáticos de la variedad ‘Lambada’ de anturio.

	AIA

 (µM)
	Sacarosa

 (%)
	Longitud de embriones somáticos (cm)
	Número de hojas 

	1.92
	1.5
	3.84 a
	 5.35 cd

	3.84
	1.0
	3.84 a
	5.96 b

	0.0
	1.5
	3.87 a
	4.86 g

	1.92
	1.5
	3.84 a
	5.38 c

	7.69
	1.5
	3.90 a
	6.41 a

	
	
	GM 4.41±0.05
	GM 5.36±0.06


Conversión de los embriones somáticos

 Evaluación de sustratos en la fase de aclimatización para la conversión de los embriones somáticos en plantas.
Tabla 4. Composición de los sustratos evaluados en la fase de aclimatización.

	Tratamientos
	sustratos (%)
	Supervivencia (%) 
	Altura de las plantas (cm)

	
	Casting 
	Zeolita
	Fibra de coco
	
	

	1
	100
	
	
	78.9 d
	9.8 b

	2
	85
	15
	
	96.3 a
	10.4 a

	3
	70
	15
	15
	95.1 a
	10.1 a

	4
	70
	30
	
	86.4b
	9.6 b

	5
	55
	30
	15
	81.6 c
	 9.2 c


Se logró una alta supervivencia y altura de las plantas en las combinaciones de sustratos de 85% humus de lombriz (casting) + zeolita 15% y en el sustrato compuesto por 70% humus de lombriz + zeolita 15% + fibra de coco 15%. Estos sustratos presentaron diferencias significativas con relación al resto de los tratamientos estudiados.

Valoración económica de la nueva tecnología de propagación del Anthurium andreanum.
 La siguiente valoración económica se realizó sobre la base de que el presente trabajo constituye una nueva tecnología para la producción de plantas aclimatizadas a entregar a los consumidores. En el trabajo se refiere a la nueva tecnología relacionada directamente con la producción realizada en el año 2005.

Para dar cumplimiento a este aspecto se tomaron como base los gastos directos e indirectos en el proceso productivo del año 2005 en la biofábrica y casa de cultivo para la fase de aclimatización de este cultivo; se analizaron las ventas realizadas.
Tabla 5. Balance de gastos para el empleo de la zeolita como sustrato en las producciones de las casas de cultivo.
	Balance de gastos 
	Posturas obtenidas por método tradicional 
	Plantas propagadas in vitro listas para campo

	Salarios ($)
	2 482.40
	739.65

	Materiales y reactivos($)
	1 983.15
	1 584.20

	Subtotales (S)
	4 465.55
	2 323.65

	Amortización ($)
	26.42
	41.80

	Energía ($)
	98.75
	102.30

	Combustible ($)
	97.60
	23.10

	Subtotales ($)
	222.77
	167.20

	Totales ($)
	4 688.32
	2 490.85

	Costo unitario ($)
	0.4189
	0.2225


Los valores de la amortización es el producto de la inversión de las instalaciones así como el consumo de energía y combustible.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               
Después de realizar el cálculo de los gastos totales se determinó el costo por unidad de los materiales de propagación para las tecnologías evaluadas.
Tabla 6. Balance de ingresos de la producciones de Anthurium andreanum a través de la nueva tecnología de micropropagación por embriogénesis somática.
	Plantas
	Producción (u)
	Aporte Monetario

	Anthurium andreanum
	  22 380
	84 471


Calculo del efecto económico de la nueva tecnología

a) (Costo de la unidad tecnología anterior – Costo de la unidad nueva tecnología 2005) * Producción total del producto = Efecto económico

b) (Costo unitario plantas propagadas por vía tradicional-Costo unitario Plantas propagadas in vtro por embriogénesis somática* Producción en biofábrica en el año 2005 = Efecto económico

c) (0.4189 – 0.2225) * 22 380 = Efecto económico

Efecto económico =  $ 4395.43
Calculo del efecto económico de la nueva tecnología

a) (Costo de la unidad tecnología anterior – Costo de la unidad nueva tecnología 2006) * Producción total del producto = Efecto económico

b) (Costo unitario plantas propagadas por vía tradicional-Costo unitario Plantas propagadas in vtro por embriogénesis somática* Producción en biofábrica en el año 2006 = Efecto económico

c) (0.4189 – 0.2210) * 46 756  = Efecto económico
D) (0.18924) * 46 756 = Efecto económico

Efecto económico =  $ 8 848.10
Efecto económico total =   $ 13 243.53
CONCLUSIONES:

· Se desarrolló la tecnología para la propagación masiva del Anthurium andreanum mediante la embriogénesis somática que permite obtener mayor volumen de plantas con calidad y menor costo por unidad.  
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