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RESUMEN

El objetivo del presente estudio es desarrollar un protocolo de induccién a callo embriogénico a
partir de cotiledones y ejes embriogénicos de semillas maduras de Caesalpinia spinosa, como
fase inicial de la Embriogénesis somatica indirecta, ademas del establecimiento de cultivos
asépticos en primera instancia. Las variables de desinfeccién consistieron en el uso de dos
concentraciones de NaCIlO (0,5 y 1,5%) durante dos tiempos de inmersion (5 y 10 min). Los
resultados obtenidos arrojaron que el tratamiento con NaClO al 0,5% durante un tiempo de
inmersion 5 min es el de mayor efectividad para el establecimiento de cotiledones, mientras
que el tratamiento con NaClO al 0,5% durante 10 min es el de mayor efectividad para el
establecimiento de ejes embriogénicos. En el ensayo preliminar de induccion a callo
embriogénico los resultados indicaron que el tratamiento 1 (MS: 2,4D 2mg-L'1 + Kin 1mg-L'1) y
el tratamiento 3 (MS: TDZ O,2mg-L'1 + AIA 0,05mg-L'1) produjeron porcentajes considerables
de formacién de callo en cotiledones, mientras que en ejes embriogénico la respuesta de
formacién de callo embriogénico fue baja en todos los tratamientos aplicados. En el ensayo
final de induccion a callo a partir de cotiledones, en donde en el medio MS suplementado con
2,4-D (4 mg.L'1) + Kin (2 mg.L'1) se presentd porcentajes de formacion de callo embriogénico
del 100%. La macromorfologia evidencié callos embriogénicos translucidos y friables. El
estudio histolégico indicé una diferenciacion de células embriogénicas en proceso de mitosis
que presentaban estructuras caracteristicas.

ABSTRACT

The objective of this study is to develop a protocol to embryogenic callus induction from
cotyledons and embryogenic axes of mature seeds of Guarango (Caesalpinia spinosa), as the
initial phase the ES indirect, and the establishment of aseptic cultures in the first instance.
Disinfection variants consisted in using two concentrations of NaOCI (0.5 and 1.5%) for two
immersion times (5 to 10 min). The results showed that treatment with 0.5% NaCIlO during an
immersion time of 5 min is the most effective for establishing cotyledons, while treatment with
0.5% NaClO for 10 min is the most effectiveness for establishing embryogenic axes. In the
preliminary test embryogenic callus induction results indicated that treatment 1 (MS: 2.4 D
2mg-L" + Kin 1mgeL™") and treatment 3 (MS: TDZ 0.2 mgeL™ ' + IAA 0.05 mgeL™) resulted in
significant percentages of callus formation in cotyledons, while axis response embryogenic
embryogenic callus formation was low in all treatments. In the final assay callus induction from
cotyledons, where on MS medium supplemented with 2, 4-D (4 mg-L'1) + Kin (2 mgeL '1)
percentages presented embryogenic callus formation was 100%. The macromorphology
showed translucent and friable embryogenic callus. Histological examination showed an
embryogenic cell differentiation mitosis presenting characteristic structures.
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INTRODUCCION

Caesalpinia spinosa es un arbol pequefo ramificado de tipo leguminoso — lefioso
(Mancero, 2008). En la provincia de Pichincha se encuentra principalmente en las
formaciones conocidas como valles secos interandinos (Narvaez et al., 2009). El
guarango es una especie que debe ser conocida y reconocida por todo su potencial
forestal y productivo conjuntamente en el aporte para la recuperacion y fortalecimiento
de suelos explotados, deforestados o en asociacién con sembrios, sin olvidar que se
potencializa como una opcion distinta para la mejora de la economia agricola.

La necesidad de grandes cantidades de ejemplares de especies nativas forestales
demandadas por el Municipio del Distrito Metropolitano de Quito en los proyectos de
Forestacion y Reforestacion, pero existe ciertas limitaciones, y es que los viveros
utilizan practicas tradicionales de cultivo y produccion en la silvicultura, al igual que en
el mejoramiento de arboles forestales ademas, el inconveniente de la obtencion rapida
y masiva de ejemplares forestales debido al largo ciclo de vida de estos, la gran
cantidad de mano de obra y el amplio espacio en el campo experimental que se
requiere, entre otras causas demandan recurrir a nuevas y mejores opciones como el
cultivo in vitro que permite en cada caso solucionar inconvenientes imposible de
superar por los métodos tradicionales.

Para la regeneracion de forestales se puede tomar directamente varios tipos de
explantes ya que las células vegetales cultivadas in vitro poseen totipotencialidad
establecido por (Reinert, 1958 y Steward et al., 1958), en virtud de esta caracteristica
del tejido vegetal, es decir, de su capacidad para formar yemas y raices adventicias,
casi cualquiera de los 6rganos de una planta vascular tiene relacibn con su
propagacion vegetativa al sufrir modificaciones anatomicas y funcionales que le
permiten desarrollarse en un organismo vegetal completo e independiente, con las
mismas caracteristicas genéticas de la planta progenitora (Vazquez et al.,1997)
dandose una gran variedad de posibilidades biotecnol6gicas para dicha regeneracion
como es: caulogénesis, organogénesis, embriogénesis somatica, entre otras.

La embriogénesis somatica indirecta es uno de los métodos mas ventajosos de
propagacion masiva de plantas por su alta tasa de multiplicacion, desarrollo y
transformacién de embriones somaticos en plantas, pero previo a ello, la callogénesis
es el primer paso crucial hacia la generacién de embriones somaticos (Hernandez et
al., 1999).

En el Laboratorio de Micropropagacion del Centro de Investigaciones Ambientales de
Cununyacu (CIAC) de la EPMMOP-Q se esta realizando investigaciones de
micropropagacion de especies nativas, necesarias para los proyectos de forestacion y
reforestacion, de manera que se tiene ya protocolos de propagacion in vitro a partir de
plantulas y ex vitro a partir de semillas de guarango (especie nativa), sin embargo lo
que se quiere hacer ahora para esta planta es optimizar y viabilizar la callogénesis
como primera fase de un método de micropropagacion masivo como es la
embriogénesis somatica indirecta que potencializa una via rapida y mas eficiente de
multiplicacién clonal, mejorando asi los métodos tradicionales de multiplicacién in vitro
y ex vitro ahora existentes y aplicados para el guarango.
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METODOLOGIA

Localizacién geografica:

Este proyecto se llevara a cabo en el Laboratorio de Micropropagaciéon del Centro de
Investigaciones Ambientales de Cununyacu (CIAC) de la Empresa Metropolitana de
Movilidad y Obras Publicas EPMMOP-Q, situado en la provincia de Pichincha,
parroquia Cumbaya, latitud: 0°20" S, longitud: 78°30" W a una altura de 2 200 m.s.n.m.

Procedimiento:

Previo a la desinfeccion, se realizé un lavado con una solucién de 200ml agua con 2
gramos de detergente comercial por cada 30 semillas durante 40 minutos con
agitacion constante en un shaker (Innova-2100) y a continuacion se realiz6 un triple
enjuague con agua destilada. Debido a que la testa de las semillas maduras de
guarango es dura se procedio a realizar un proceso de escarificacién con cautin en la
zona del micrépilo.

A la semilla se procedi6 a retirar la testa utilizando un bisturi, luego se separ6 los
cotiledones del eje embriogénico.

Fase 1: Desinfeccion de los explantes

Para conseguir la asepsia de los explantes utilizados se aplicaron 4 tratamientos para
la desinfeccién, que se centraron en soluciones de hipoclorito de sodio NaCIO con 4
gotas de Tween® 80 a dos diferentes concentraciones y dos tiempos de inmersién.

Tabla 1: Tratamientos de desinfeccion para cotiledones y ejes embriogénicos de
semillas maduras de Caesalpinia spinosa.

TRATAMIENTOS PARA DESINFECCION

Ensayos Hipoclorito de sodio (NaCIlO) (v/v) % Tiempo (min)
1 0.5 5
2 1.5 5
3 0.5 10
4 1.5 10

Fase 2: Ensayo preliminar de induccién a callo embriogénico

Al haber determinado el mejor método de desinfeccion se procedié a plantear un
ensayo preliminar de inducciéon a callo embriogénico a partir de cotiledones y ejes
embriogénicos basado en investigaciones relacionadas: (Buendia et al, 2003),
(Marinucci et al., 2004), (Gomez et al, 2006) y (Garcia et al, 2006). Para
posteriormente instalar un ensayo final a partir de los mejores resultados arrojados del
ensayo preliminar de induccion.
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Tabla 2: Dosificacion de bioreguladores en medio de cultivo MS y Gamborg B5 para
los ensayos preliminares de induccion a callo a partir de cotiledones y de ejes
embriogénicos de arboles de Caesalpinia spinosa

TRATAMIENTOS PRELIMINARES DE INDUCCION

Medio Tratamiento Reguladores de crecimiento (mg.L'1)
Control 1 -
T1 2,4-D (2mg.L™) +Kin (1 mg.L™"
ms T2 2,4-D (1mg.L")+BAP (0.5mg.L")
T3 TDZ (0.2 mg.L™") + AIA (0.05 mg.L™")
Control 2 -
T4 2,4-D (2mg.L™) +Kin (1 mg.L™")
Gamborg - =
B5 T5 2,4-D (1 mg.L") + BAP (0.5 mg.L™)
T6 TDZ (0.2 mg.L™) + AIA (0.05 mg.L™)

2,4-D: acido 2,4-diclorofenoxiacético; BAP: 6-bencilaminopurina; Kin: kinetina; AlA: acido indol-acético
y TDZ: thidiazuron.

Fase 3: Ensayo final de Induccién a callo embriogénico

Luego de evaluar los resultados conseguidos en el ensayo preliminar de induccion el
explante en el cual se generd resultados positivos para callogénesis fue unicamente
en el cotiledon. Asi se pudo seleccionar los dos mejores tratamientos empleados que
generaron la mayor presencia de callo viable y con ellos se procedié6 a montar el
ensayo final de induccion, probando tres niveles de concentraciones de las
combinaciones de los reguladores de crecimiento en el respectivo medio de cultivo, de
manera ortogonal, incluyendo los tratamientos originarios.

Tabla 3: Dosificacion de las concentraciones y combinaciones de bioreguladores para
los ensayos concluyentes de induccién a callo a partir de cotiledones de semillas
maduras de Caesalpinia spinosa.

TRATAMIENTOS FINALES DE INDUCCION

Medio Tratamiento Reguladores de crecimiento (mgL™)
Control 1 -

T1 2,4-D (1 mg.L")+Kin (0.5mg.L™")
T2 2,4-D (2mg.L™) +Kin (1 mg.L™")
T3 2,4-D (4 mg.L™) +Kin 2 mg.L™")

ms Control 2 -
T4 TDZ (0.1 mg.L™") + AIA (0.025 mg.L™)
T5 TDZ (0.2 mg.L") + AIA (0.05 mg.L™)
76 TDZ (0.4 mg.L") + AIA (0.10 mg.L™)
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Fase 4: Identificacion de callo embriogénico

Completado la etapa de induccién a callo se procedi6é a la identificacion de viabilidad
de los callos mediante su particular macro-morfologia, como el color y la textura
(Rodriguez et al., 2005), utilizando par la identificaciéon la ayuda de un estereoscopio
(Olympus).

Una vez identificados los callos con caracteristicas viables a callo embriogénico se
procedi6 a realizar el analisis histolégico que consistid en un frotis de una muestra de
dichos callos viables aproximadamente 0.5 mm. Las placas fueron tefidas con una
solucion de acetocarmin al 2% (p/v) por 15 segundos, en seguida, se realizd6 un
lavado del exceso de tincién con agua destilada, y finalmente se observo directamente
en el microscopio oOptico (Olympus CX31) dentro de la camara de flujo laminar
(Streamline), permitiendo asi la identificacion de estructuras embriogénicas (Vega &
Prehn, 2005).

RESULTADOS Y DISCUSION

Fase 1: Desinfeccion de los explantes

El mejor tratamiento de desinfeccion para el caso de los cotiledones fue el T3 (NaClO
al 0,5% durante 10 minutos + 4 gotas de Tween 80) presentando un porcentaje de
90% de explantes vivos, mientras que para el caso de los ejes embriogénicos, el
tratamiento que mejor resultados presenté fue T1 (NaCIO al 0,5% durante 5 min + 4
gotas de Tween 80) con un porcentaje de 96,7% de explantes vivos, pudiéndose
evidenciar que para ambos casos la baja concentracién de hipoclorito de sodio dio
resultados favorables a la desinfeccion de los dos explantes.

Cotiledones Ejes Embrogénicos

Porcentaje

T1 TZ i} T

Tratamientos de desinfeccidn

‘ W %Descartados M% Explantes vivos‘

Figura 1: Porcentajes de cotiledones y ejes embriogénicos vivos y descartados,
evaluados a los 25 dias de haber sido establecidos.
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Fase 2: Ensayo preliminar para la induccién a callo

Cotiledones

Se identificé dos tratamientos que
se destacaron en la formacion de
callo embriogénico, el primero T3
(MS: TDZ (0,2 mg.L™") + AIA (0,05
mg.L™)) con un 73,3% de formacion
total de callo, del cual el 63,3% fue
callo embriogénico y el 6,7% no
embriogénico. El segundo
tratamiento en cotiledones que
mostré6 buenos resultados en la
formacion de callo fue el T1 (MS: 2,
4-D (2 mgL") + Kin (1 mg.L"))
mostrando un porcentaje alto de

formacion de callo embriogénico de
GamborgB5 56,7%.
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Figura 2: Porcentajes de callos embriogénicos y no embriogénicos en cotiledones,
evaluados a los 60 dias.

Ejes embriogénicos

Dos tratamientos originaron la
formacion de callo embriogénico
pero en porcentajes bajos el T2
(MS: 2,4-D (1 mg.L™") + BAP (0,5
mg.L™)) presenté un porcentaje de
6,6% de callos embriogénicos y el
T1 (MS: 2, 4-D (2 mg.L™") + Kin (1
mg.L™")) mostré un 3,3% de callos
embriogénicos.

Porcentaje

Gamborg B

Figura 3: Porcentajes de callos embriogénicos y no embriogénicos en ejes e.,
evaluados a los 60 dias.
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Fase 3: Ensayo final para la induccién a callo
Formacioén de callo en cotiledones

A excepcion del tratamiento control C1, todos los tratamientos aplicados en la
induccion presentaron callos formados, de ellos el tratamiento T3 (MS: 2,4-D (4 mg.L™")
+ Kin (2 mg.L")) mostro un 100% de callos formados, en segunda instancia el
tratamiento T5 (MS: TDZ (0,2 mg.L™") + AIA (0,05 mg.L™")) presenté un 76,7% de callos
formados y en tercer instancia el tratamiento T2 (MS: 2,4-D (2 mg.L™") + Kin (1 mg.L™"))
que mostré un porcentaje del 60,0% en la formacién de callo.

En analogia con éste estudio, Garcia y sus colaboradores en el 2006, expusieron que
en semillas maduras de Phaseolus vulgaris L. los callos formados presentaron un
mayor crecimiento en la medida que se incrementaron las concentraciones de 2,4-D
en el medio de cultivo MS, ademas el abundante crecimiento de los callos puede
deberse indirectamente a que en condiciones de oscuridad no ocurre el efecto
degradativo que provoca la luz sobre las auxinas (Jiménez, 2001).

Tabla 4 Tabla de contingencia de frecuencias y porcentajes de la formacién, ausencia
de callo y callos descartados en cotiledones, evaluados a los 60 dias.

Tratamientos finales induccion condicién
Medio Reguladores de Crecimiento Formacion Ausencia Descartados Total
de callo de callo

Frec 0 29 1 30
c % 0% 95 7% 33% 100,0%

T Frec 4 25 1 30
24D (1 mgl”) +Kin (0,5 mglL™) % 13,3% 83 3% 313% 100,0%

T2 Frec 18 12 o 30
24-D(2mgLl")+Kin (1 mgL™)} % &0,0% 40,0% 0% 100,0%

T3 Frec 30 0 [H 30
- 24-D(4mgl”)+Kin(2mgLl™) % 100,0% 0% 0% 100,0%

= T4 Frec 12 18 [H 30
TDZ (0,1mgL™) + AlA{0,026mgL™) % 40,0% 80,0% 0% 100,0%

T5 Frec 23 7 o 30
TOZ (0,2 mgL™) + AlAD,05 mgL™) 9% 78,7% 23.3% 0% 100,0%

T6 Frec 5 25 0 30
TOZ (0,4 mgL™) + AIAD, 10 mgL™) % 16,7% 90,0% 0% 100,0%

Frec 92 146 2
Total 210 (100%)
%o 38,3% B60,8% 8%
Chi-cuadrado de Pearson 93 §94°

Tiempo de formacién de callo

El tiempo de formacién de callo se destac6 a los 45 dias de evaluacién con un
porcentaje general de 63% de callos formados y en segunda instancia a los 60 dias
de evaluacién con un porcentaje de 37%.
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Uno de los principales factores que influyen en el tiempo de formacién de callo es la
cantidad de nutrientes por lo que el aporte de todos los compuestos al medio de cultivo
tiene que realizarse dentro de un rango mas o menos amplio en funcion del compuesto
en concreto y del cultivo in vitro a realizar (Marinucci et al., 2004).
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Figura 4: Porcentajes de callo formados en cotiledones a los 15, 30, 45 y 60 dias en
los tratamientos de induccion a callo.

Morfologia de los callos

Con los datos morfologicos obtenidos de los callos formados se realizd un analisis
cluster jerarquico, donde se confirmé la formacién de tres cluster o conglomerados, de
los cuales el cluster 1 reunid a cinco de los siete tratamientos aplicados que
presentaron callos de tipo embriogénico es decir friables y translucidos, el cluster 2
reunié al tratamiento T6 que presenté callos compactos de color café con brotes
adventicios de color verde que promueven el desarrollo de la caulogénesis y el cluster
3 conglomeré al control que fueron los explantes que no generaron callo.

Distancia

0 S 10 15 20 25
1 | 1 | | Condicién
s |:| Cluster 1
conglomerado Tratamientos
T, T2, Ty TE
T2
D Cluster 2
conglomerado Tratamientos
1L
M |:| Cluster 3:
conglomerado Tratamientos
c1
£
8 T4
15
TE
I

Figura 5: Analisis cluster jerarquico de los callos formados en los cotiledones, por
combinacién de conglomerados re-escalados.
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Figura 6: Fotografias de los callos formados en cotiledones: A) tratamiento control,
ausencia de callo, B) callo con parte friable - translicido del tratamiento T1, C) callo
friable - translucido del tratamiento T2, D) vista anterior y posterior del callo friable —
translucido del tratamiento T3, E) y F) callos con parte friable — translicido del
tratamiento T4 y T5 respectivamente, G) callo compacto - verde con presencia de
brotes del tratamiento T6.

Una vez obtenidos los resultados del porcentaje de formaciéon de callo en cada
tratamiento de induccién y de la conglomeracion de las caracteristicas morfolégicas se
puede observar en la Figura 7 que tratamiento y cuantos de los callos formados fueron
embriogénicos o no embriogénicos. Se destaco el T3 (MS: 2,4-D (4 mg.L™") + Kin (2
mg.L™") el cual fue el que presenté mayor porcentaje de callos embriogénicos con un
100% del total de callos sembrados.

El uso de estos dos reguladores (2,4-D + Kin) se aplico en la investigacion de Gomez,
et al., (2006) en E. globulus dando como resultado callos translucidos, friables y con
zonas de color amarillo a café, caracteristicas que se han atribuido a comportamiento
embriogénico en especies lefiosas (Rodriguez et al., 2005).
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Figura 7: Porcentajes de callos embriogénicos, no embriogénicos y ausencia de
formacion de callo en cotiledones, evaluados a los 60 dias.
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Fase 4: Analisis histolégico de los callos embriogénicos

Se efectud un analisis micro-morfolégico de los callos embriogénicos y de manera
general en los frotis se pudo observar pro-embriones, células embriogénicas, que
presentaron: un citoplasma denso, nucleos tefiidos fuertemente y glicoproteinas de
color rojo intenso. Las células no embriogénicas presentaron menor intensidad de
color, estas estructuras coinciden con
las visualizadas en frotis de los callos
originados a partir de hojas de
Psychotria acuminata identificadas
por Lara, et al., (2003) donde se
evidencié una capa conformada por
células pequefias con nucleos
grandes y citoplasma denso. Estas
células mitéticamente activas se tifien
mas intensamente debido a una
mayor cantidad tanto de &acidos
nucleicos como de proteinas.

Figura 8: Corte histologico de callo (tratamiento T3) mostrando posibles (CNE), célula
no embriogénica. Posible célula embriogénica (CE); pro-embriones (Pe) nucleo (n),
citoplasma denso (Ci) y pared celular primaria engrosada rodeando esta célula (pcp),
(objetivo 100X).

CONCLUSIONES

» Los mejores resultados para la desinfeccion de cotiledones se obtuvo del
tratamiento T3 aplicando una solucién de NaClO al 0,5% (v/v) mas cuatro gotas de
Tween 80 por un periodo de 10 minutos con una proporcion de 90% de explantes
Vivos.

» Los mejores resultados para la desinfeccion de ejes embriogénicos se consigui6
del tratamiento T1 que consistié en una solucion de NaCIlO al 0,5% (v/v) mas cuatro
gotas de Tween 80 por un periodo de 5 minutos con una proporcion de 96,7% de
explantes vivos.

» Los mejores explantes para lograr una proporcién del 100% en la formacion de
callo embriogénico se produjo a partir de cotiledones de semillas maduras de
Caesalpinia spinosa.

» El mayor porcentaje de formacion de callo (callogénesis in vitro) en cotiledones de
semillas maduras de Caesalpinia spinosa ocurri¢ al utilizar el medio de cultivo MS
(Murashige y Skoog) al total de su concentracién.
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» Posiblemente el incremento de las concentraciones de los reguladores de
crecimiento 2,4 Diclorofenoxiacético de 2 mg.L™"'a 4 mg.L" y de Kinetinade 1 mg.L" a
2 mg.L”" aumenté el porcentaje en la formacion de callo embriogénico a partir de
cotiledones de 60% a 100%.

» La mejor respuesta para la obtencion de callo embriogénico a partir de cotiledones
de semillas maduras de Caesalpinia spinosa fueron: medio basal Murashige & Skoog
al total de su concentracion, 39.L'1 de sacarosa, 0,65% de agar, 4 mg.L'1 de24Dy?2
mg.L" de Kin a los 45 dias como tiempo de induccion.

» La morfologia mas importante que presentaron los callos de tipo embriogénico en
cotiledones de Caesalpinia spinosa fue: callos translucidos y de textura friable.

» El tejido embriogénico de los callos formados a partir de cotiledones semillas
maduras de Caesalpinia spinosa presento pro-embriones, células embriogénicas en
division celular (mitosis), que contenian citoplasma denso, nucleos y glicoproteinas.
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