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RESUMEN

Los sistemas de regeneracion in vitro posibilitan la manipulacion genética,
propagacion de plantas seleccionadas, libres de patdgenos y obtencién de
metabolitos secundarios. Acacia angustissima, es una planta lefiosa, con hojas
compuestas y una flor globular. Con alto contenido de proteina, fibra y taninos
condensados. Es utilizada en la medicina tradicional para tratar diarrea y dolor de
garganta. El objetivo de este trabajo es establecer las condiciones de un sistema
de regeneracién via organogénesis indirecta. Se estableci6 un protocolo de
desinfecciéon y germinacién de semillas, teniendo como resultado plantulas
juveniles. Estas se utilizaron como fuente de tejido vegetal, en la evaluacién de 5
tejidos como explante, mostrando que el cotiledén presenta la mejor respuesta. Se
evaluo la induccion del callo utilizando medio MS con BAP + 2,4-Dy CIN + 2,4-D a
diferentes concentraciones, determinando que CIN (2.32 uM) + 2.4-D (9.04 uM)
mostraban el mayor porcentaje de induccion. Para la induccion de brotes se
probaron diferentes concentraciones de BAP + ANA, sin embargo, no se logro la
formacién de brotes bajo estas condiciones. Evaluamos también la induccion de
raiz en un medio suplementado con ANA a diferentes concentraciones, donde el
medio libre de auxinas mostro el mejor resultado. Finalmente se logré una tasa de
45% de sobrevivencia en la adaptacion de plantulas de condiciones in vitro a ex
vitro. Hasta el momento se han establecido las condiciones del sistema de
regeneraciéon in vitro via organogénesis indirecta para Acacia angustissima.
Generando asi una herramienta que permitira el aprovechamiento de las
caracteristicas de esta planta.



1. Antecedentes
1.1 Cultivo de tejidos vegetales

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) se puede definir como el cultivo aséptico de
células, tejidos y 6rganos bajo condiciones fisicas y quimicas definidas in vitro. Esta
una tecnologia explora las condiciones que promueve la division celular y la
reprogramacion genética en condiciones in vitro, por efecto de los reguladores de
crecimiento vegetal (RCV) (Loyola Vargas y Vazquez Flota, 2006). Las bases
tedricas del CTV fueron propuestas por Gottlieb Haberland, cientifico aleman, que
en 1902 acufio el concepto de totipotencialidad celular, sugiriendo que las células
vegetales tiene la informacion necesaria como unidad fundamental, para regenerar
un organismo completo. Sus experimentos con células fotosintéticas de hoja y otros
tejidos diferenciados, no le permitieron probar su teoria, sin embargo predijo que se
podian obtener embriones a partir de células somaticas vegetales. El primer cultivo
de tejidos en plantas lo hizo Gautheret en Hacer pseudoplatanus con medio
Knop’s, glucosa, cisteina y agar. Posteriormente la incorporaciéon del acido indol-
acético (AlA) y vitaminas B permitieron el cultivo en zanahoria. Estudios realizados
por Skoog mostraron que la adicién de adenina y altos niveles de fosfato permitié el
cultivo de tejidos no meristematicos induciendo la formacion de brotes y raices, solo
en presencia de tejido vascular, esta observacion se realizé al adicionar esperma
de pez al medio. La regulacién de la morfogénesis fue descrita por Miller y Skoog,
estableciendo que esta regulada por la concentracion de auxinas y citocininas en el
medio. En cuanto a la formulacién de los primeros medios nutritivos fue variada, los
mas utilizados fueron la solucién Knop’s, Uspensky y Uspenskia, que proveian
aproximadamente 200 mg/L de sales totales. No fue hasta 1962 que se presento
uno de desarrollos mas importantes en el cultivo de tejidos vegetales, se desarrollo
de un nuevo medio de cultivo por Murashige y Skoog, que mostraba un contenido
de sales totales era 25 veces mas que el medio Knop’s, en particular los niveles de
NOsz y NH4 mostraban concentraciones muy altas. EI medio MS, como fue

nombrado, es actualmente el medio mas utilizado en el cultivo de tejidos vegetales
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(Thorpe, 2007). Entre 1940 y 1969 se probaron estrategias para mejorar el CTV in
vitro, la formulacién del medio MS por Murashige y Skoog, la incorporacion del
agua de coco en el medio, la adicion de adenina, el descubrimiento de la Cinetina
por Skoog Y la regulacion quimica del crecimiento y formacion de brotes en cultivos
in vitro propuesta pos Skoog y Miller se conjuntaron incrementando la cantidad de
plantas que podian someterse a CTV; esto permiti6 a Albert C. Hildebrandt
comprobar la totipotencialidad celular al regenerar una planta de tabaco a partir de

una célula aislada (Vasil, 2008).

Los avances en el CTV y la biologia molecular permiten la manipulacién genética
de plantas, a través de la insercidon de genes foraneos de diversos sistemas
bilégicos, a esta tecnologia se le ha llamado ingenieria genética. Donde la
regeneracion de plantas in vitro juega un rol muy importante ya que para modificar
una planta esta debe poder ser regenerada. Durante la década de los 90°s continuo
la expansién de regeneracion vegetal in vitro para incrementar el ndmero de
plantas con sistema de regeneracion. Estas técnicas han sido utilizadas en muchos
tipos de plantas incluyendo cereales, leguminosas, vegetales, frutas tropicales,

plantas lefiosas, medicinales y ornamentales.

Las técnicas cultivo de tejidos puede clasificarse de manera general en tres

grandes grupos:

a) Micropropagacion
b) Embriogénesis somatica

c) Organogénesis

La propagacion clonal de cualquier planta se conoce como micropropagacion, esta
se puede llevar a cabo por tres vias, al inducir el desarrollo de las yemas axilares,
por la induccion directa o indirecta la formacién de 6rganos de novo y la formacion
de embriones somaticos directa o indirectamente a partir de un explante. La
organogenesis involucra el desarrollo de 6rganos de novo, de manera directa a

inducirlos de explante e indirectamente cuando la induccion de organos se hace a
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partir de un estadio intermedio llamado callo. La embriogénesis somética es la
obtencion de embriones a partir de células somaticas, esta induccion al igual que la
organogeénesis puede ser directa o indirecta. Se ha demostrado que las dos
principales rutas utilizadas para la regeneracion in vitro de plantas son la
organogénesis de novo y la embriogénesis somatica, ambas dependen de la
relacion de fitohormonas, division célula, desdiferenciacion para adquirir capacidad

organogeénica, de iniciacion de érganos y desarrollo (Duclercq y col., 2011).

1.2 Componentes del medio de cultivo

En el cultivo de tejidos vegetales se han empleado una gran variedad de soluciones
nutritivas en busca de un medio que permita el cultivo de células vegetales.
Inicialmente se empleaban medios simples como Knop’s donde se presentaba una
baja concentracion de sales disponibles. Estos medios simples eran suplementados
con una gran variedad de sustancias por ejemplo proteinas hidrolizadas, extracto
de levadura, jugo de papa, y extractos de la plantas sometidas al cultivo. Se creia

gue los extractos aportaban los nutrientes necesarios para el desarrollo dela planta.

Los medios artificiales, que involucran nutrientes los necesarios para el crecimiento
y desarrollo de una planta estdn compuestos por macronutrientes, micronutrientes y
vitaminas. Los elementos que son requeridos en grandes cantidades son llamados
macronutrientes, son iones de nitrégeno (N), potasio (K), calcio (Ca), fosforo (P),
magnesio (Mg) y azufre (S). Por otra parte los elementos que son requeridos en
cantidades menores son llamados micronutrientes o nutrientes traza hierro (Fe),
niquel (Ni), cloro (Cl), manganeso (Mn), zinc (Zn), boro (B), cobre (Cu) y molibdeno
(Mo). Para considerar un elemento como esencial en el crecimiento de las plantas
debe tener una funcion especifica que no pueda ser remplazada completamente
por otros elementos, este efecto debe ser directo, no influenciado por el medio
ambiente y finalmente si se retira del medio de cultivo la planta no podra llevar a

cabo su ciclo de vida. El medio comiUnmente utilizado es la formulacién de



Murashige y Skoog (1962), que fue desarrollado para el crecimiento 6ptimo de
callos de tabaco, este medio presentaba una concentracion 25 veces mas alta que
los medios empleados como el Knop's, principalmente en el contenido de
nitrogeno, destacando la adicion de extracto de plantas de tabaco, que se pensaba
tenia los componentes necesarios para que se desarrolle esta planta. Estos medios
no solo proveen de compuestos inorganicos, también se incluyen organicos como
carbohidratos, vitaminas y reguladores de crecimiento. La sacarosa como fuente de
carbono se emplea entre 2 y 5 % generalmente, aunque en algunos casos se
emplea glucosa e inositol. Mientras que los reguladores de crecimiento vegetal se
incorporan de 1 a 10 pM, a pesar de que en las plantas son activos a
concentraciones nanomolares. La incorporacion de componentes no definidos
como agua de coco, pulpa de platano, jugo de jitomate, extracto de levadura y
proteinas hidrolizadas se emplea comUnmente con plantas recalcitrantes. La
solidificacion del medio es otro aspecto importante, se utiliza agar bacteriano 8 g/L
o phytagel 3 g/L. Actualmente los medios mas utilizados son el MS, el B5 o
Gamborg y White, la comparacién entre estos medios puede observarse en el
Cuadro 1, donde se muestran las diferencias entre el contenido de macronutrientes,

micronutrientes y vitaminas. (George y col., 2008).

1.3 Fitohormonas y reguladores de crecimiento vegetal

Se ha detectado la presencia de algunas sustancias quimicas importantes,
encontradas de manera natural en los tejidos vegetales, poseen un papel regulador
en el desarrollo, crecimiento y nutricion de las plantas. Son generalmente activos a
concentraciones muy bajas y conocidos como hormonas vegetales o fitohormonas.
Por otro lado se descubrieron quimicos sintéticos que promueven actividades
fisiologicas similares, a los que se les denomino reguladores de crecimiento
vegetal. Estas sustancias tienen una actividad bildgica igual o superior que las

sustancias naturales equivalentes.



Cuadro 1. Composicion de medios de cultivo de CTV (George y col., 2008).

Componentes MS (mg/L) B5 (mg/L) White (mg/qg)
Cu4.5H20 0.025 0.13 0.025
MgS0Oa4.7H20 370 731 370
MnS0O4.4H20 22.3  ememmemeeee- 22.3
ZnS04.7H20 8.6 2.65 8.6
KNOs 1900 80 950
NH4NO3 1650 - 82.5
Ca(NO3)2.4H0 e pX: S———
Kcr e 65 0 e
CaCl.2H20 440 - 440
CoCl2 0.025 - 0.025
MnCl2.4H20 s 6 e
KH2PO4 170 4.8 5
NaFeEDTA —eeememeeees 8 e
Na2EDTA 37.25  emeeeeeeeee- 37.25
FeS04.7H20 27.8  ememeeeeeee- 27.8
Kl 0.83 0.75 0.4
H2BO3 6.2 15 6.2
Na2Mo04.2H20 0.25 0.0024 0.24
Sacarosa 30000 10000 20000
Glicina 2 3 3
Tiamina hidroclorada 0.1 0.1 0.1
Piridoxina hidroclorada 0.1 0.1 0.1
Acido nicotinico 0.5 0.5 0.5
Myo inositol 100 50 50
Agar 10000 10000 2000




Hay varias clases reconocidas de hormonas vegetales, los cinco principales grupos

son:

e Auxinas

e Citocininas
e Giberelinas
e Etileno

e Acido absisico

En la ultima década se ha hecho evidente que no solo existen cinco hormonas
vegetales, se han descubierto otras como brasinoesteroides, acido jasmonico que
ya estan bien caracterizadas. A continuacion describiremos de manera detallada

las auxinas, citocininas y giberelinas (George y col., 2008).

1.3.1 Auxinas

Esta hormona vegetal juega un papel crucial en la regulacion del desarrollo,
incluyendo desarrollo embrionario, radicular, formacion de 6rganos, diferenciacion
de tejido vascular y crecimiento en respuesta a estimulos ambientales. De manera
natural se encuentra principalmente como &cido indol acético (AIA), aunque en
algunas especies se encuentra como acido indol butirico (AIB) o como acido cloro
indol acético (4-CI-AlA), los analogos sintéticos como acido naftalenacético (ANA) y
acido 2,4-Diclorofenoxiacetico (2,4-D) son metabdlicamente mas estables por lo
gue son ampliamente utilizadas en estudios bilégicos y en la agricultura. Es
sintetizado en el tejido joven por medio de dos vias, una a partir del triptéfano y otra
utilizando como sustrato el indol-glicerol fosfato. La distribucion al resto de los
tejidos se da a través del floema e involucra un sistema de transporte célula-célula.
(Vieten y col., 2007). En adicion al medio de cultivo las auxinas pueden ser
inactivadas o almacenadas a través de la conjugacion con aminoacidos, azucares y

péptidos. Estas sustancias regulan procesos de desarrollo tales como
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organogenesis, embriogénesis, patrones de tejido, dominancia apical y tropismos, a
través de la acumulacion o agotamiento de la concentraciébn de auxinas en un
grupo de células conocido como auxinmaxima o bien como un gradiente que juega
un papel importante en el patrén de regulacion de estos procesos (Vanneste y
Friml, 2009). En el cultivo de tejidos es emplean para promover en combinacion con
las citocininas la formacion de callo y la induccién de raices adventicias. Estas
sustancias se adicionan al medio de cultivo para promover la division y
alargamiento celular. Se ha establecido que si la concentracion de auxinas es
aproximadamente igual a la concentracion de citocininas se promueva la formacién
de callo, mientras que medios de cultivo suplementados Unicamente con auxinas

promueven la formacion de raices.

1.3.2 Citocininas

Son una clase de fitohormonas que regulan una amplia variedad de procesos
fisiologicos y de desarrollo, tal como la regulacién del crecimiento de brotes y
raices. Controlan la tasa de diferenciacion celular durante el desarrollo del
meristemo radicular mediante la supresion del transporte y sefializacion de las
auxinas; este proceso antagonista también se observa en la emergencia y la
iniciacion de la hoja. Las Citocininas son un grupo de fitohormonas descubiertas
originalmente como factores de promocién de la division celular en el cultivo in vitro
de tabaco. Desde su descubrimiento estos N6-sustituidos derivados de adenina se
ha demostrado que se encuentran involucrados en varios procesos de desarrollo y
el crecimiento, incluyendo germinacion, desarrollo del brote, raiz, nodulacién y
regulacion de ritmos circadianos (Perilli y col.,, 2010). En el cultivo de células
vegetales se utilizan para promover la formacion de brotes, la formacion de

embriones.



1.3.3 Giberelinas

Pertenecen a un grupo de fitohormonas, donde actualmente se conocen mas de
100 sustancias. Se han encontrado principalmente en hongos y en plantas
superiores, principalmente AG1 es la giberelina que presenta una mayor actividad
de elongacion, mientras que la giberelina comunmente disponibles es la AGs. Estas
sustancias estan involucradas en procesos de desarrollo, como la promocion y
elongacion de tallos y hojas. Por otra parte se promueve la induccién de enzimas
hidroliticas como a-amilasas y proteasas, en semillas, pastos y cereales. También
participa en la germinacion de semillas, determinacién del sexo, desarrollo del fruto
y el control del estado juvenil. El cultivo de tejidos generalmente se emplea AGs
adicionada en el medio , en altas concentraciones alrededor de 5uyM o de 1 a 8
mg/L se promueve el crecimiento de células desdiferenciadas en callo, puede
promover el desarrollo de callo en combinacion con auxinas Yy bajas
concentraciones de citocininas. En cultivos celulares en suspension incrementa el
crecimiento de las células. La adicién de AGs en un medio inductor de brotes con
auxinas y citocininas inhibe la formacién de brotes, sin embargo, en algunas
plantas como Apios americana promueve la formacion de brotes al adicionar
auxinas al medio. Adicionando AGs y citocininas se incrementa la produccion de
brotes. La inhibicion o formacion de brotes mediada por AGs en el medio, depende
de la naturaleza y duracion de los tratamientos influencian de manera directa los
resultados obtenidos. Por otro lado la inhibicion de formacién de raiza se
promueve con altas concentraciones de AGs alrededor de 10 mg/L. pero se ha
observado que si se adiciona con una baja concentracion de auxinas se promueve
la formacion de raices debido a que el AGs promueve la sintesis de auxinas; por lo
gue si la concentracion de auxinas adicionadas al medio es alta la concentracién,
esta concentracion se incrementara y se provoca la inhibicion de formacion de raiz

por exceso de auxina en el medio (Moshkov y col.,2008)



1.4 Vias morfogenéticas en el CTV

Las vias morfogenéticas en el cultivo de tejidos vegetales son embriogénesis
somatica y organogénesis de novo, son vias independientes y mutuamente
excluyentes reguladas por la concentracion de auxinas y citocininas en el medio de
cultivo. Se han reconocido dos procesos de diferenciacion in vitro que ocurren en
la naturaleza: organogénesis y embriogénesis somética. Son resultado de
diferentes procesos de desarrollo, de tal forma que las células pueden ser dirigidas
solo a una de las dos vias. La embriogénesis somatica es el proceso mediante el
cual se forman embriones a partir de células que no son producto de la fusion de
dos gametos. Los embriones somaticos, asexuales o adventicios son estructuras
bipolares con un eje radical-apical, y no poseen conexion vascular con el tejido
materno, las estructuras bipolares deben también ser capaces de crecer y formar
plantas normales. Este es un evento morfologenético que ocurre in vivo a partir de
células nucleadas en algunas especies de plantas, por ejemplo, Citrus spp.,
Mangifera indica, Eugenia spp., Garcinia mangostana y Lansium domesticum. La
embriogénesis somatica puede distinguirse de la organogénesis en tres
caracteristicas esenciales. La primera es que se deriva tipicamente de una célula 'y
pasa por los estadios globular, corazon, torpedo y cotiledonario; el embrion
resultante es una estructura bipolar que posee los meristemos apical y radicular
definidos. Por otro lado, la organogénesis forma meristemos apicales o radiculares
con el subsecuente desarrollo de hojas verdaderas asociadas al meristemo apical
0 raices asociadas al meristemo radicular. El desarrollo de la embriogénesis
involucra una serie de eventos organizados que incluyen la induccion, el
crecimiento primario, la maduracion de los embriones y la germinacion. La primera
etapa de desarrollo, llamada induccion la célula adquieren forma globular, con
células isodiamétricas, esencialmente desdiferenciadas donde se hacen presentes
primordios meristematicos y hay una vacuolacion intensiva. En la segunda etapa o
de crecimiento primario, ocurre la mayor parte de los procesos de diferenciacion,
inicialmente se pueden reconocer los meristemos apical y radicular, con forma
acorazonada tipica. Mas adelante la intensiva division celular lleva a la formacion
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de torpedo donde la célula es mas alarga y adelgazada; aqui ya pueden
identificarse los meristemos. En la etapa de maduracion del embridon ocurre una
serie de eventos terminales, se forma la yema apical visible y aparece el domo
apical, cesa la actividad mitética, se acumulan carbohidratos de reserva, lipidos y
proteinas; disminuye el contenido de agua. Las células del embrion son de menor
tamafio de que las de la planta que formaran y presentan muy poca actividad
metabdlica. Finalmente, la germinacion de los embriones ocurre primeramente con
una imbibiciébn de agua, iniciAndose el proceso de division celular, asi como el
crecimiento de las mismas; los cotiledones se expanden, se desarrolla el primordio
foliar, el hipocotilo se expande y la raiz primaria crece. La naturaleza independiente
de los embriones somaéticos, genera algunas ventajas para la manipulacion del

sistema de embriogénesis somatica:

o Se pueden producir grandes cantidades de embriones somaticos.

o Se puede escalar facilmente un sistema de producciéon en un cultivo en
suspension.

o Se puede manipular de forma independiente los embriones producidos,

pues presentan una autonomia con respecto al tejido madre.
o Se puede inducir latencia en los embriones somaticos maduros.

o Se puede encapsular para ser utilizados como semillas sintéticas

La obtencion de embriones a partir de células somaticas es conocida como
embriogénesis somatica, esta via morfogénica puede ser inducida de manera
directa al obtener los embriones a partir de los explates o de manera indirecta
induciendo la proliferacion de células desdiferenciadas, donde posteriormente
originan una estructura amorfa de células llamada callo, donde posteriormente se
originan los embriones somaticos. El termino organogénesis de novo en el cultivo

de tejidos vegetales en contraste con la embriogénesis somatica, comprende el

10



desarrollo de yemas o meristemos a partir de explantes. El proceso puede ocurrir
de manera indirecta; cuando los 6rganos son regenerados a partir de células
desdiferenciadas o de manera directa induciendo el meristemo apical y radicular es
inducido directamente del explante. Este método de cultivo de tejidos vegetales ha
permitido la propagacién comercial de plantas de interés econémico (George y col.,
2008).

Explante

S =
— Embriones

Figura 1. Efecto del medio de cultivo en explantes y callo (George y col., 2008).

Estas vias morfogenéticas son controladas por la concentracion de auxinas y
citocininas en el medio de cultivo, de manera que cuando un explante interactla
con el medio se inducen diversas respuestas como se puede observar en la Figura
1 donde se puede observar la formacion de callo, embriones, brotes, raiz y puede
no presentar ninguna respuesta (George y col., 2008). De esta manera observamos

que el tejido que es utilizado como explante se coloca en contacto con el medio de
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cultivo, este esta suplementado con RCV y de acuerdo al balance de estos se
presenta la respuesta. De acuerdo a lo reportado por Miller y Skoog para obtener la
formacion de callo se emplea una concentracion equivalente de auxinas y
citocininas, sin embargo, la presencia de concentraciones elevadas de auxinas
promueve la formacion de callo. Por otro lado si utilizamos una mayor
concentracion de auxinas en el medio de cultivo promovemos la formacion de
raices en el callo como se puede observar en la Figura 1. De manera contraria si la
concentracion de citocininas es mas elevada se promueve la formacion de brotes.
Para llevar a cabo la induccién de embriones sométicos es necesario retirar las
auxinas por completo del medio de cultivo, una vez hecho esto se promueve los
estadios globular, corazén, torpedo y de cotiledon en los embriones. A pesar de

esto en ocasiones existe la posibilidad de que no se presente respuesta en el callo.

1.4.1 Organogénesis indirecta

Es la regeneraciéon in vitro de plantas completas a partir de células somaticas
totipotentes. Refiriéndonos estrictamente al proceso que inicia la formacién de
organos de novo a partir de células desdiferenciadas en la fase de callo. La
caracterizacion morfologica, fisioldgica y genética de esta via de regeneracion
presenta tres fases: adquisicion de competencia, canalizacion y morfogénesis. En
la primera etapa las células que se encuentran en el explante adquieren la
habilidad o competencia como respuesta inducida por la concentracién de
hormonas, este proceso de adquirir competencia organogénica es conocido como
desdiferenciacion. En la segunda fase las células son canalizadas y determinadas
para la formacion de un 6rgano especifico bajo la influencia del balance hormonal
del medio de cultivo. La fase de morfogénesis es independiente de las fitohormonas
suplementadas durante esta y culmina con la formacién de los 6rganos de novo
(Sugiyama, 1999). La Figura 2 muestra los efectos de las diferentes interacciones
de concentraciones entre auxinas y citocininas. Donde podemos observar como
efecto la formacion de raiz, induccién de callo en monocotiledoneas, 1° etapa de
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embriogénesis somatica, induccion de raiz en callo, induccion de callo en
dicotiledéneas, induccion de brotes y proliferaciéon de brotes axilares como un

efecto de la relacién de auxinas y citocininas respectivamente.

Auxina Citocinina
Efecto auxina + citocinina

alto

bajo
—_— Formacionde raiz

—  lnyduccion de callo monocotiledéne

1” etapa embriogénesis.

8
=
2
=
g
s

——  Induccionde raiz en callo.
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Inducciénde brotes

Proliferacion de brotes axilares —

Figura 2. Efecto de RCV en explante (George y col., 2008).

1.5 Etapas de un sistema de regeneracion in vitro

Un sistema de regeneracion in vitro via organogénesis indirecta presenta 7 etapas.
La primera es el establecimiento de la fuente de tejido vegetal, en esta etapa se
selecciona el tejido para iniciar los cultivos celulares. Una de las estrategias
comunmente utilizada es la germinacion in vitro de semillas para obtener material
vegetal juvenil, este presenta una mayor plasticidad y facilita la induccion de células
desdiferenciadas. Sin embargo, no todas las plantas se pueden someter a este

proceso debido a que tiene una baja tasa de germinacion o es dificil obtener la
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semilla, en estos se toman partes de tejido vegetal como los meristemos,
embriones inmaduros entre otros. El segundo paso es el establecimiento de un
protocolo de desinfeccion del material vegetal, generalmente se emplean
soluciones de hipoclorito de sodio que van de 1 % a 5 % (v/v) con tween 20 como
agente surfactante, cloruro de mercurio, etanol absoluto y etanol 70%. Como
tercera etapa tenemos la obtencion de células desdiferenciadas, estas son
obtenidas en un medio inductor de callo (MIC) que generalmente presenta una
concentracion equitativa de auxinas con respecto a la concentracion de citocininas.
La cuarta etapa involucra la formacion brotes a través de un medio inductor de
brotes (MIB) en el que la concentracion de citocininas es mas alta con respecto a la
concentracion de auxinas. La quinta etapa es la elongacion de los brotes, esta se
logra adicionando AGs al medio de cultivo. La sexta etapa es la induccion de raices
para la cual se utilizan medio suplementados con auxinas. Finalmente el séptimo
paso es la adaptacion a las condiciones ex vitro donde se busca establecer un
cambio gradual que le permita a la planta sobrevivir, ya que esta al estar en
condiciones in vitro presenta poca tolerancia al intercambio gaseoso, una cuticula

muy delgada, alta transpiracion, tasa fotosintética baja entre otras deficiencias.

1.6 Aplicaciones de los sistemas de regeneracion

Los sistemas de regeneracion a través del cultivo de tejidos representan un grupo
poderoso de técnicas, con mudltiples aplicaciones a diversos niveles. Son
empleados para regenerar plantas que presentan problemas de propagacién, como
es el caso de las orquideas, cetaceas, etc. También se emplean en la obtencion
clonal de plantas elite con caracteristicas industriales importantes, por ejemplo la
obtencion clones de agave tequilan por organogénesis de novo, permite obtener
una gran cantidad de plantas con caracteristicas homogéneas. Por otro lado la
obtencion de variedades resistentes a estrés, bidtico y abiotico, a través del
mejoramiento genético en medios selectivos, permiten regenerar plantas
resistentes. La obtencion de plantas libres de patégenos a través del cultivo de
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meritemos, ha mostrado buenos resultados regenerando plantas libres de
enfermedades ayudando a mitigar enfermedades, como la del virus de la tristeza en
los citricos. Los cultivos celulares se emplean en la produccién de metabolitos
secundarios de interés a través de su cultivo en bioreactores. Sin embargo, la
aproximacion mas importante es la regeneracion de plantas modificadas
genéticamente, ya que sin un sistema de regeneracion no existiria la posibilidad de

llevar acabo la transgénesis.

1.7 Antecedentes del CTV en acacias

Las especies lefiosas, como es el caso de las acacias, estdn consideradas como
especies recalcitrantes al cultivo de tejidos. Sin embargo, se ha realizado
exhaustivas investigaciones en varias especies de Acacia utilizando diferentes
explantes. Por ejemplo puntas de yemas en A. koa, cotiledén en A. albida, brotes
de plantas adultas en A. catechu, A. ligulata, y A. mangium, cultivos celulares en A.
senegal, hipocotilo, yemas axilares y punta de brotes en A. auriculiformis, brotes
juveniles de A. melanoxylon, hipocotilo y brotes juveniles de A. mearnsii (Beck y
Dunlop, 2001). Se establecio un sistema de regeneracion para A. sinuata mediante
organogeénesis indirecta, los cultivos de callos se derivaron de hipocotilo en medio
MS con 3% de sacarosa, 08% de agar y suplementado con 2,4-D (6.78 uM) + BAP
(2.22 uM). La regeneracion de brotes se obtuvo con medio MS suplementado con
10% de agua de coco, BAP (13.2 uM) + AIA (3.42 uM). La elongacién se favorece
adicionando AGs (1.73 uM). El enraizamiento se obtuvo con medio MS
suplementado son AIB (7.36 uM). Se reporta un rendimiento de hasta 20 plantas

por hipocotilo en un periodo de cuatro meses (Vengadesan y col, 2000).
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1.8 Acacias, como modelo de estudio

Las acacias son arboles lefiosos, presentan hojas compuestas y una flor globular.
Tienen una amplia zona de distribucion geogréfica, en regiones de clima tropical y
subtropical de Australia, América del sur, Africa y Asia. Se consideran componentes
importantes de la vegetacion nativa con importancia econdémica y ecologica
(Dewan, 1992). La propagacion de manera natural en estas especies se da por
semilla, es muy lenta; debido a la muerte de plantulas jévenes en su habitad
natural. Debido a que la produccién de combustible a partir de la madera de estas
especies es de aproximadamente 1200 millones de metros cubicos de acuerdo a
(Arnold y Jongma; 1978). Debido a las caracteristicas generales de la especie son
utilizadas como modelos en la reforestacion de los suelos ya que evitan la erosion
causada por el viento y las precipitaciones (Dzowela, 1994). La fijacion de nitrégeno
es una caracteristica importante de este grupo de especies, ya que poseen raices
profundas donde se lleva a cabo una simbiosis con bacterias y hongos fijadores de
nitrégeno (Dzowela, 1998). Son usadas comunmente para la produccién de
madera, combustible y en algunos casos como forraje para animales entre otras
(Hove y col.; 2001). El cultivo de tejidos vegetal es una herramienta utilizada que
juega un papel importante en los programas de mejoramiento arboles con respecto
a la eficiencia y calidad de los arboles que se producen (Beck y Dunlop, 2001).
Recientemente se reporté un sistema de regeneracion por organogénesis directa
para A. mangium derivado de explantes obtenidos de semillas germinadas. Los
brotes se obtuvieron en medio MS suplementado con BAP (4 uM), mientras que el
enraizamiento se logro utilizando medio MS suplementados con AIB (8.0 pM). Se
reporta una un porcentaje de aclimataciéon del 65% en condiciones ex vitro

(Shahinozzaman y col., 2012)
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1.9 Acacia angustissima

Pertenece a la familia Fabacea subfamilia Mimosoidae. Acacia angustissima (Miller)
Kuntze es conocida también como timbe, timbre o palo de pulque. Esta especie
crece en los bosques caducifolios y matorral espinoso entre los 1400 y 2600 m de
altitud, en suelos someros, calizos, arenosos, pedregosos y bien drenados. Tolera
suelos &cidos, sequias y heladas. Se le puede encontrar como arbol o arbusto con
hojas alternas compuestas y flores blancas pequefias en cabezuelas globosa, el
fruto es vaina o legumbre aplanada de 3.5 a 8 cm de largo con semillas de 0.3 cm
(SEMARNAT, 2003; Martinez, 1994). Debido a estas caracteristicas podemos
encontrarla distribuida a lo largo de todo el pais (Orwa y col., 2009). En
comunidades rurales donde se encuentra distribuida su madera es utilizada en la
construccion de viviendas, herramientas agricolas, cercos y combustible. En zonas
de Guanajuato el fruto de la vaina es aplicado para inducir la fermentacion del
pulque. La corteza se recomienda para el tratamiento de diarrea y reumatismo; la
raiz es masticada o tomada en infusion para reducir el dolor de garganta y afianzar
la dentadura, también fue aplicada en la industria de la curtileria, actualmente se
comercializa en otros paises y México la compra con un 10 % de arancel por
importacion, mientras que la demanda de taninos vegetales en la industria local
sigue creciendo (Adame y Adame, 2000). La Figura 3 muestra la distribucion
geografica de Acacia angustissima en el mundo, se puede observar el territorio

donde se considera una especie nativa y exaotica.
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. Habitad natural

Especie exdtica.

Figura 3. Distribucion geogréfica de Acacia angustissima.
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2. Hipotesis

“Es posible establecer un sistema de regeneracion via organogénesis indirecta para
Acacia angustissima, que permitira el aprovechamiento de las caracteristicas de

interés de esta planta nativa”
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3. Objetivos

3.1

3.2

General

Establecer las condiciones de un sistema de regeneracion in vitro para

Acacia Angustissima via organogénesis indirecta.
Especificos

Establecer un protocolo para desinfestacion de semillas de Acacia
Angustissima, que mantenga la asepsia durante el cultivo.

Seleccionar el tejido vegetal que presente la mejor respuesta de induccion
de callo, para ser utilizado como explante.

Evaluar la adicion de RCV al medio MS para determinar la combinacion y
concentracion a la que se obtienen callos friables.

Determinar las condiciones a las cuales se obtiene la mayor cantidad de
brotes evaluando diferentes tratamientos de RCV en medio MS.

Establecer las condiciones para la inducciéon de raiz utilizando medio MS
suplementado con RCV.

Determinar un protocolo de aclimatacién de cultivo in vitro a condiciones ex

vitro que nos permita tener un mayor porcentaje de sobrevivencia.
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4. Metodologia
4.1 Desinfeccion y germinacion de semillas

La desinfeccion de semillas de Acacia angustissima se realiz6 de acuerdo al
siguiente protocolo, primero se hizo un escarificado con acido sulfarico concentrado
durante 5 minutos, concluido este tiempo se realiz6 un lavado con una solucion de
hipoclorito de sodio al 2 % (v/v) con tween 20 como surfactante por 20 minutos,
posteriormente dos lavados con alcohol absoluto y al 70 % (v/v) durante 15 minutos
respectivamente; entre cada lavado se enjuago con agua destilada estéril.
Finalmente las semillas se colocaron en una caja de petri con papel filtro estéril.
Las semillas desinfectadas fueron inoculadas en medio MS con 3 % de sacarosa
(m/v), 0.3 % de phytagel (m/v), pH 5.8 y esterilizados por presion en autoclave a
15 psi. El proceso se llevé a cabo en la campana de flujo laminar para evitar
contaminacion y mantener la asepsia durante el cultivo. Los frascos se colocaron a

temperatura ambiente y fotoperiodo natural.

4.2 Seleccion del explante

Plantulas de 20 dias se utilizaron como fuente de explante tomando fracciones de 5
mm aproximadamente. En este trabajo utilizamos nodo, hoja, epicotilo, hipocotilo y
cotiledén que se colocaron en cajas de petri con medio MS con 3 % de sacarosa
(m/v), 0.3 % de phytagel (m/v), a un pH de 5.8, esterilizado por presiébn en
autoclave a 15 psi y suplemento con BAP (2.22 uM) + 2,4-D (6.78 uM). Las cajas
de petri se colocaron a temperatura ambiente y obscuridad. Se evaluo el porcentaje
de induccién de callo y se compar6 la respuesta con respecto al tiempo, para

determinar el explante que presentaba la mejor respuesta.
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4.1 Evaluacion de RCV en la inducciéon de callo.

Plantulas de 20 dias de edad se utlizaron como fuente de explante tomando
fracciones de 5 mm aproximadamente, los explantes se colocaron en cajas de petri
con medio MS con 3 % de sacarosa (m/v), 0.3 % de phytagel (m/v), a un pH de 5.8,
suplementados con dos combinaciones de reguladores de crecimiento como se
muestra en el Cuadro 2 y esterilizado por presion en la autoclave a 15 psi. Los
reguladores de crecimiento utilizados fueron 2,4-D + BAP y 2,4-D + CIN. Este
proceso se llevé a cabo en la campana de flujo laminar para mantener el cultivo
aséptico. Posteriormente las cajas se colocaron en obscuridad a temperatura
ambiente. Se evalué el porcentaje de induccién de callo en las diferentes

combinaciones determinando cual presenta la mejor respuesta.

Cuadro 2. Concentraciones de RCV para induccién de callo.

Tratamiento BAP (uM) 2,4-D (uM) Tratamiento CIN (uM) 2,4-D (uM)

1 2.22 2.26 9 2.32 2.26
2 2.22 4.52 10 2.32 4.52
3 2.22 6.78 11 2.32 6.78
4 2.22 9.04 12 2.32 9.04
5 4.44 2.26 13 452 2.26
6 4.44 4.52 14 4.52 4.52
7 4.44 6.78 15 4.52 6.78
8 4.44 9.04 16 4.52 9.04

4.2 Induccién de brotes

Para la induccion de brotes se utilizaron callos de aproximadamente 5mm
colocados en medio MS con 3% de sacarosa (p/v), 0.3% de phytagel (p/v), a un pH
de 5.8 y suplementados con BAP + ANA a diferentes concentraciones. El trasplante

se llevo a cabo en la campana de flujo laminar para asegurar la asepsia en el
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cultivo. Las cajas fueron colocadas a temperatura ambiente y bajo el fotoperiodo
natural. Para determinar las condiciones que presentan mayor respuesta en la
induccion de brotes se determind el coeficiente de formacién de brotes (CFB). El
Cuadro 3. Muestra las concentraciones de BAP y ANA que se utilizaron en cada

tratamiento para la induccién de brotes.

Cuadro 3. Concentraciones de RCV para induccion de brotes.

Tratamiento BAP uM ANA uM

1 3 0
2 3 0.4
3 3 0.8
4 3 1.2
5 4 0
6 4 0.4
7 4 0.8
8 4 1.2
9 5 0
10 5 0.4
11 5 0.8
12 5 1.2
13 6 0
14 6 0.4
15 6 0.8
16 6 1.2
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4.3 Rizogénesis

Para la determinacion de las condiciones del medio de cultivo para induccién de
raices se tomaron plantulas de 20 dias de edad, se les corto la raiz, posteriormente
fueron colocadas en medio MS con 3 % de sacarosa (p/v), 0.3 % de phytagel (p/v),
pH de 5.8 y suplementado con diferentes concentraciones de ANA. Los frascos
fueron colocados a temperatura ambiente y con fotoperiodo natural. Se evalué el
namero de plantas con respuesta, numero de raices por planta y longitud de la raiz,
lo que permitié determinar las condiciones apropiadas para la induccion. El Cuadro
4 presenta los diferentes tratamientos utilizados en los experimentos de induccion
de raiz, se puede observar la concentracién que se utiliza de ANA en cada uno de

los tratamientos.

Cuadro 4. Concentraciones de ANA para induccion de raiz.

Tratamiento ANA (uUM)
1 0
2 2.29
3 5.37
4 8.07

4.4 Aclimatacion ex vitro

Las plantulas se retiraron del medio de cultivo, posteriormente se lavo la raiz con
agua destilada estéril, en seguida se colocaron en una maceta con tierra
esterilizada por presion en autoclave a 15 psi por 15 minutos, se rego con una
solucion 50 % de medio MS, después se le coloco una cubierta platica y se
mantuvo a temperatura ambiente con fotoperiodo natural. En el dia 3 se rego con
solucion MS 50 % y se perforo la cubierta, en el dia 5 se regaron con solucion MS
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25 % y se perforo la cubierta, en el dia 7 se rego con MS 25 % y se perforo la
cubierta, en el dia 9 se rego con MS 10 % y se coloco la cubierta, al dia 11 se riega
con agua, al dia 13 se retira la cubierta. Finalmente se evalud el porcentaje de
plantas que se adaptaron a las condiciones ex vitro. El Cuadro 5 muestra el
cronograma de aclimatacion a condiciones ex vitro por etapas, se puede observar
la dilucion del medio que se utilizé para regar y los dias a los en que se perforo la

cubierta plastica.

Cuadro 5. Condiciones de aclimatacion.

Riego con dilucion

Etapa
de MS Perforacion
1°(dia 1-4) 50% dia 3
2°(dia 5-8) 25% dia5y8
3°(dia 9-12) 10% dial0y 12
4°(dia 13-15) agua Retirar cubierta el dia 15
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5. Resultados

La organogénesis como via morfogenética de regeneracion en el cultivo de tejidos
vegetales, se lleva a cabo de manera directa o indirecta (Tucker y Laux, 2007). La
formacion de 6rganos de novo a partir de estas masas de células desdiferenciadas
es llamada organogénesis indirecta. Donde podemos distinguir tres fases, la
primera es la adquisicion de competencia o la induccion de callo, la segunda etapa
involucra la canalizacion y determinacion de las células en cultivo a la formacién
especifica de un 6rgano y la Ultima etapa es la morfogénesis (Sugiyama, 1999). En
los sistemas de regeneracion via organogénesis indirecta es necesario establecer
la fuente de tejido vegetal, un protocolo de desinfeccién, evaluar diferentes tejidos
como explante, probar diferentes interacciones de concentraciones RCV para
establecer la induccion de callo, brotes, raiz y finalmente un periodo de
aclimatacion de condiciones in vitro a ex vitro. En el caso de diferentes especies de
Acacia se han establecido con éxito sistemas de regeneracidbn como embriogénesis
somatica, organogénesis directa e indirecta, sin embargo, las plantas lefiosas son
consideradas recalcitrantes al CTV. En el caso de Acacia angustissima no se ha
reportado un sistema de regeneracion, a pesar de ser una planta con potencial
econdémico y ecoldgico. En este trabajo se establecen las condiciones para llevar a
cabo la regeneracién de esta planta nativa del pais, via organogénesis in directa. El
sistema incluye el establecimiento de un protocolo de desinfeccion de semillas,
seleccidn de explante, evaluacion de concentraciones de RCV para la induccion de
callo, brotes, raiz y el establecimiento de un protocolo de aclimatacién. A
continuacién se muestran los resultados obtenidos en los experimentos que se

llevaron a cabo para el establecimiento del sistema de regeneracion.

5.5 Desinfeccion y germinacion de semillas

Para incrementar las posibilidades de regenerar una planta lefiosa, recalcitrante al

cultivo de tejidos vegetales, como Acacia angustissima se germinaron semillas en
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medio MS para utilizar plantas juveniles como fuente de explante (Bhat y Chandel,
1991). De esta manera se obtuvo material vegetal estéril, debido a la naturaleza
aséptica del cultivo, evitando el proceso de desinfeccién y dafio de los tejidos
vegetales ocasionado por este proceso, como Se muestra otros sistemas de
regeneracion. El proceso consta de un escarificado y lavados con soluciones que
aseguran la asepsia durante el cultivo. El escarificado acelera y homogeniza la
germinacion, adicionalmente elimina agentes contaminantes debido a la
agresividad del tratamiento ya que generalmente se emplea acido sulfdrico o
clorhidrico concentrado. Sin embargo, a pesar de esto es comun llevar a cabo
lavados con soluciones de hipoclorito de sodio de 1 a 5% (v/v) con tween 20 como
agente surfactante entre 20 y 40 minutos, el alcohol absoluto, alcohol 70 % (v/v) y

el cloruro de mercurio también son empleados en la esterilizacion.

Se establecié un protocolo de desinfeccidn que permitié establecer la germinacién
de semillas de Acacia angustissima y mantener la asepsia durante el cultivo. Este
proceso involucraba el escarificado de la semilla y diversos lavados con el objetivo
de eliminar cualquier agente contaminante. La Figura 4 muestra el proceso de
desinfeccién. Podemos observar las semillas de A. angustissima recolectadas, el
escarificado con acido sulfurico concentrado, lavado con hipoclorito 2 % (v/v),
etanol absoluto, etanol 70 % (v/v) y las semillas al final del protocolo previo a la
inoculacién, donde claramente podemos observar que posteriormente al
escarificado y el primer lavado con hipoclorito de sodio, una parte de las semillas
muestra una coloracion amarilla debido a que el acido sulfurico a degrado por
completo el pericarpio de la semilla causando dafio al embrion e impidiendo su
germinaciéon. Esto se atribuye a que las semillas que presentan este problema
tienen un pericarpio delgado, por lo que el tratamiento por 5 minutos con acido
sulfurico degrada por completo esta capa. Mientras que en la mayoria de las
semillas lo degrada de tal manera que facilita la germinacion. La evaluacion del
protocolo de desinfeccion de semillas se llevo con respecto al tiempo, en medio MS
con 3 % de sacarosa. Monitoreando el nimero de semillas germinadas y la
contaminaciéon presente en los frascos con medio. EI Cuadro 6 muestra estos

27



resultados, numero de semillas germinadas, porcentaje de germinacion y
porcentaje de contaminacién. Se muestra que la desinfeccién resulto efectiva, al
permitir la germinacion exitosa de plantulas en condiciones in vitro libres de
contaminacion, a temperatura ambiente y bajo fotoperiodo natural. También
apreciamos que a lo largo de 18 dias de cultivo no se presentdé contaminacién en
los cultivos. Por otra parte a pesar del porcentaje de semillas dafiado durante el
proceso de escarificacion, obtuvimos al dia 4 una germinacion de 61.76 %.
Teniendo como resultado un germinacion rapida y homogénea, a diferencia de la
germinacion que presentan las semillas sin escarificacion donde se presenta una
germinacién heterogénea en cuanto al tiempo. Se ha reportado que de manera
natural que las semillas de Acacia angustissima presentan una germinacion
aproximada de 80 %, semejante a la obtenida in vitro. La Figura 5 muestra una
plantula de Acacia angustissima, germinada bajo las condiciones mencionadas
anteriormente. Se puede observar que estas no muestran signos de vitrificacion y
otras alteraciones fisiologicas. Por otra parte, también se puede observar que el
cultivo no presenta contaminacién, como resultado del tratamiento de desinfeccion.
Los medios de cultivo empleados como el MS con 3 % de sacarosa, son
susceptibles a contaminacion por hongos y bacterias. En mayoria de los casos se
reporta el uso de antibidticos para mitigar la contaminacion por bacterias. Sin
embargo, estos presenta efectos secundarios en las condiciones del medio de
cultivo, la presencia de antibiéticos en el medio tiene un efecto negativo al inhibir la
formacién de 6rganos, mientras que en otras ocasiones promueve la morfogénesis,
esto depende del antibiético y concentracion a la que se utilice, como lo
demostrado en la organogénesis en manzana donde Cefatoxina a dosis de 250
mg/L incrementa la regeneracion y el desarrollo de brotes, mientras que la
Carbendicilina a dosis de 500 mg/L induce una abundante formacién de callo e
inhibe la regeneracion (Yepes y Aldwinckle, 1994)
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Figura 4. Protocolo de desinfeccion de semillas.

1) Semillas de Acacia angustissima previo al proceso de desinfeccion. 2)
escarificado con acido sulfdrico concentrado. 3) Lavado con hipoclorito de sodio 2
% (v/v). 4) Lavado con etanol absoluto. 5) Lavado con etanol 70 % (v/v). 6) Semillas
desinfectadas en una caja de petri con papel filtro estéril.
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Cuadro 6. Resultados de desinfeccion y germinacion in vitro.

Semillas Porcentaje de Porcentaje de

Dia germinadas germinacion contaminacion
63 61.76 0
69 67.64 0
72 70.58 0
73 71.56 0
11 76 74.5 0
14 78 76.47 0
18 79 77.47 0

El cuadro 6. Muestra la evaluacién del protocolo de desinfeccion con respecto al
tiempo. El periodo de evaluacién va del dia 0 con la inoculacion de las semillas
hasta el dia 18. Durante este periodo se evalud el porcentaje de germinacion de
semillas de Acacia angustissima, se observa un rapida germinacion entre el dia 0 y
4 donde se alcanza el 61.76 %. Esto es resultado del escarificado que permite una
germinacioén rapida y homogénea en semillas de testa dura como esta. En los dias
posteriores se incrementa la germinacion, logrando al dia 18 un porcentaje de
77.47 % de induccién. A lo largo del experimento se observd que los cultivos se
mantuvieron asépticos. De esta manera establecemos que el protocolo de
desinfeccion asegura la asepsia durante el cultivo y permite una germinacion rapida

y homogénea en semillas de Acacia angustissima germinada en medio MS.
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Figura 5. Plantula de Acacia angustissima in vitro.

Se observa una plantula de germinada en medio MS con 3 % de sacarosa (p/v), el
cultivo se mantuvo a fotoperiodo natural y temperatura ambiente. Las plantulas
obtenidas se muestran saludables, sin afecciones fisiologicas. Aptas para utilizarse

como fuente de tejido vegetal.
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5.6 Seleccion del explante

La organogénesis indirecta involucra la induccion de callo a partir de explantes,
fracciones de tejido vegetal diferenciado. Comunmente se emplean hipocotilos,
cotiledones, hojas, tallos y raices en el CTV. Para establecer la induccion de callo
en un modelo lefioso de dificil regeneracién como Acacia angustissima la seleccion
del explante es indispensable, debido a que el estatus de salud y desarrollo del
tejido madre es critico en la produccién exitosa de brotes adventicios. Este proceso
de evaluacién de tejidos es un pardmetro a considerar en los experimentos de
regeneracion. Se ha observado que diferentes tejidos presentan variacion en el
potencial de induccién de érganos o embriones somaticos, por lo que la eleccidon
del tejido se vuelve central al igual que la evaluacion de los reguladores de
crecimiento vegetal y condiciones de cultivo (Piqueras y col., 2010).

El establecimiento de cultivos in vitro de una gran cantidad de especies vegetales,
especialmente las plantas lefiosas, ha sido obstaculizado por el obscurecimiento
letal del explante y del medio de cultivo. Generalmente es resultado de la oxidacion
ocasionada por compuestos fendlicos liberados en los extremos del corte en los
tejidos, por accién de polifenoloxidasa, peroxidasa o el aire. Los productos de
oxidacion, llamados quinonas, son conocidos por ser altamente reactivos e inhibir la
actividad enzimatica conduciendo a la muerte de los explantes (Bhat y Chandel,
1991).

Las estrategias empleadas para superar los efectos perjudiciales de la oxidacion de
explantes, son estrategias de neutralizacion compuestos toxicos y evitando la

acumulacioén de estos en el medio de cultivo. Esto incluye:

e Elegir explantes de tejido juvenil.

e Llevar a cabo los cultivos en obscuridad.

e Intervalos cortos en la trasferencia a medio fresco.
e Llevar a cabo el cultivo en medio liquido.

e Adicionando antioxidantes al medio.
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e Remojando los explantes en agua o soluciones que contengan antioxidantes
previo a la inoculacién en el medio.

e Utilizando agentes absorbentes como carbdn activado, polivinilpirrolidonia,
etc.

e Utilizar una concentracion baja de sales y una apropiada de reguladores de

crecimiento en el medio de cultivo.

Tomando en cuenta estas consideraciones se llevo a cabo la seleccion de explante
utilizando plantulas germinadas in vitro como fuente de tejido vegetal, evaluando
cinco tejidos, nodo, cotiledén, hoja, hipocotilo y epicotilo. Estos fueron colocados en
cajas de petri con medio MS suplementado BAP + 2,4-D. Las cajas inoculadas con
los explantes se mantuvieron a temperatura ambiente en obscuridad. En la Figura
6 se muestra la fuente de tejido vegetal y los diferentes que se emplearon como
explantes. Se observa que los explantes presentan un estatus de salud y desarrollo
apropiado al no presentar alteraciones como vitrificacion. El mantener los diferentes
explantes bajo las mismas condiciones de cultivo permitié observar diferencias en
el porcentaje de induccion de callo y las caracteristicas fisicas de este. Observar el
potencial de induccion de callo que presenta cada explante bajo estas condiciones
de cultivo permitié la seleccion del que presentd la mejor respuesta tomando en
cuenta el porcentaje de induccién de callo y sus caracteristicas morfologicas, en
relacion al tiempo de respuesta. El cuadro 7 se muestra los resultados obtenidos
para cada uno de los tejidos utilizados en la inducciéon. Donde se colocaron 10
explantes por caja y se realizaron 3 repeticiones de cada uno. Evaluando el nUmero
de callos por caja, consistencia, color y porcentaje de induccién. Observando que
el nodo y cotileddn presentaron un porcentaje de inducciéon de 100 %. Sin embargo,
evaluando las caracteristicas morfolégicas del callo se determin6 que los obtenidos
de cotiledén presentaban un nivel de oxidacion bajo con respecto a los inducidos a

partir de nodo.
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= IDOCOTIO

Figura 6. Fuente de tejido vegetal y explantes.

Se puede apreciar una plantula de Acacia angustissima 10 dias después de la
germinacion, esta no presenta alteraciones fisiologicas, muestra las caracteristicas
de las plantulas utilizadas como fuente de explante. Se observan también los cinco
tejidos utilizados como explante después de ser seccionados con bisturi.
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Figura 6. Fuente de tejido vegetal y explantes.

Se puede apreciar una plantula de Acacia angustissima 10 dias después de la
germinacion, esta no presenta alteraciones fisiologicas, muestra las caracteristicas
de las plantulas utilizadas como fuente de explante. Se observan también los cinco
tejidos utilizados como explante después de ser seccionados con bisturi.

34



Cuadro 7. Resultados de seleccion de explante

0,
Tejido No. de Consistencia Color . /0 de_,
callos induccidén
Nodo 10 Compacto Blanco 100
10 Semiblando Blanco
10 Semiblando Blanco - Amatrillo
Hoja 9 Compacto Blanco-café 93.33
10 Semiblando Blanco
9 Semiblando Café Claro
Epicotilo 7 Semiblando Café Claro 76.66
8 Compacto Café Claro
8 Compacto Café Claro
Hipocotilo 10 Compacto Café Claro 96.66
10 Blando Blanco
9 Compacto Blanco
Cotiledon 10 Blando Blanco 100
10 Blando Blanco
10 Semiblando Blanco

El cuadro 7 muestra la evaluacion de cinco tejidos diferentes para ser utilizados
como fuente de explante, los tejidos se sometieron a las mismas condiciones de
cultivo para evaluar la respuesta de cada uno. Observamos que los tejidos que
presentan mayor porcentaje de induccion son el nodo y el cotiledon. Mientras que
la hoja e hipocotilo presentan porcentajes entre el 90 y 100 %. El que presenta el
porcentaje mas bajo es el epicotilo con un 76.66 %. Ademas del porcentaje de
induccion de callo, se tomaron en cuenta las caracteristicas morfologicas del callo,
como consistencia y color, donde el cotiledon es que presenta la mejor respuesta,
ya que es un callo blando y de color blanco, mientras que en los otros tejidos se
observa la induccién de callos de consistencia compacta, con coloracion amarilla y

café claro. Basados en estas caracteristicas se establecid que el tejido que

35



presenta la mejor respuesta es el cotiledon al presentar el mayor porcentaje de
induccion de callos friables.

5.7 Evaluacién de RCV en la induccién de callo.

La alta plasticidad de las células diferenciadas es una caracteristica de las plantas,
gue permite generar masas de células desorganizadas, conocidas como callos. En
la bilogia de plantas el termino callo se refiere al crecimiento masivo de células y su
acumulacion en conglomerados. Estos pueden ser producidos de una sola célula
diferenciada o bien de un conjunto de estas, involucrando un proceso de
desdiferenciacion celular. Las células de callos son totipotentes, ya que tienen la
habilidad de regenerar una planta completa. Sin embargo, es bien sabido que
existe gran diversidad de callos basados en las caracteristicas macroscopicas. Por
ejemplo, callos que no presentan formacion aparente de 6érganos se clasifican
tipicamente como friables o0 compactos, mientras que los que exhiben diferentes
grados de regeneracion son llamados callos organogénicos o embriogénicos,
dependiendo de los érganos regenerados. Después del descubrimiento donde se
mostré que el callo puede ser generado artificialmente in vitro y que el balance
entre auxinas y citocininas, determina la desdiferenciacién celular, los callos han

sido ampliamente utilizados en la investigacion e industria (Ikeuchi y col., 2013).

Tomando en cuenta lo anterior una vez que se determin6 que el cotiledon fue el
tejido que presenté la mejor respuesta de induccion de callo al ser utilizado como
explante. Se analizaron dos combinaciones de RCV. En esta ocasion se utilizd solo
un tejido como explante, con el objetivo de evaluar diferentes tratamientos de RCV
en el medio. Evaluamos BAP + 2,4-D y CIN + 2,4-D, a diferentes concentraciones
estas se pueden observar en el Cuadro 2. El comportamiento de los explantes de
cotiledon se muestra en el Cuadro 8. Donde se observa la evaluacion de induccién
de callos friables, no friables, explantes no inducidos y el porcentaje de induccion.
En la combinacion de BAP + 2,4-D el tratamiento 2, 3 y 4 presentd una respuesta
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con la misma tendencia ya que como se puede observar los valores obtenidos en la
induccion de callos friables, no friables y explantes no inducidos es semejante.
Mientras que en los tratamiento 5, 6, 7 y 8 se presenta una diferencia muy marcada
donde el tratamiento 6 mostro el promedio mas elevado de induccién de callo. En el
tratamiento 7 fue el Unico que presento el 100% de induccién de callo, sin embargo,
el 93.33% de los callos obtenidos fueron callos no friables. En el segundo barrido
de concentraciones donde se evalué CIN + 2,4-D a diferentes concentraciones,
donde los tratamientos 12 y 16 son los que presentan mayor numero de callos
friables, a pesar de que el tratamiento 16 presenta una induccion del 100% solo el
50% de estos callos inducidos son friables. Mientras que el tratamiento 12
presenta 63.33% de induccion de callos friables, este valor fue el mas elevado que
se obtuvo a lo largo de los experimentos. Por lo que se determind que el
tratamiento con CIN (2.32 pM) + 2,4-D (9.04 pM) es el que presentaba la mejor
respuesta en explantes de cotiledén en las condiciones experimentales de nuestro
trabajo. Debido al incremento en la induccion de callo friable en los tratamientos, 9
al 12 y del 13 a 16. Donde podemos observar que este valor se incrementa a
medida que aumenta la concentracion de auxinas, de decidié evaluar hacer cuatro
tratamiento adicionales donde se observé el comportamiento de los explantes con
dos concentraciones mas elevadas de 2,4-D. Podemos observar que los
tratamientos 17 y 18 que son concentraciones consecutivas al tratamiento 12, se
observa una disminucion en la induccién de células desdiferenciadas, de la misma
manera que en los tratamientos 19 y 20 que son consecutivos al 16. Estos
resultados mostraron que el porcentaje de induccion de callos friables mas elevado
se obtuvo en la combinacion de CIN (2.32 uM) + 2,4-D (9.04 uM) es el mejor
resultado. La Figura 7 muestra las cajas de petri con los tratamientos del 1 al 16,
donde podemos observar que los tratamientos 3, 1 y 16 son lo que presentan callos
de mayor tamafio. El tratamiento 12 presentd0 las mejores -caracteristicas
morfoldgicas y la mayor cantidad de callos friables inducidos. Ademas presenta una

vision general de las caracteristicas de los callos inducidos. La Figura 8 muestra los
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callos inducidos en diferentes tratamientos, el 1 corresponde al tratamiento 12, el 2
al tratamiento 16, el 3 al tratamiento 3 y el 4 al tratamiento 6.

Podemos observar que la del tratamiento los callos del tratamiento 6,3 y 16
presenta mayor coloracién obscura que en el callo del tratamiento 12. Basado en
estas observaciones podemos establecer que los callos que presenta menor grado

de oxidacioén son los del tratamiento 12.

Cuadro 8. Resultados de induccion de callo.

Explantes
Callos Callos no no Induccion
T BAP (uM) 2,4-D (uM) friables friables inducidos de callo %

1 2.22 2.26 0 8.66 1.33 86.66
2 2.22 4.52 4 4.66 1.33 86.66
3 2.22 6.78 5 3 2 80

4 2.22 9.04 4 4.66 1.33 86.66
5 4.44 2.26 0.66 4.66 4.66 53.33
6 4.44 4.52 4 4.33 1.66 83.33
7 4.44 6.78 0.66 9.33 0 100
8 4.44 9.04 0.33 7.33 2.33 76.66

Cin (uM)  2,4-D (UM)

9 2.32 2.26 0.33 7 2.66 73.33
10 2.32 452 1.66 4 4.33 56.66
11 2.32 6.78 4.33 3.66 2 80

12 2.32 9.04 6.33 3.33 0.33 96.66
13 4.52 2.26 0 3.66 6.33 36.66
14 4.52 4.52 2 4.33 3.66 63.33
15 452 6.78 2.33 6 1.66 83.33
16 4.52 9.04 5 5 0 100

El Cuadro 8 muestra los resultados de la evaluacion de dos combinaciones de RCV
(CIN + 2,4-D y BAP + 2,4-D) a diferentes concentraciones, donde observamos que
en la primer columna se indica el nimero de tratamiento. En la parte superior

observamos los resultados de la combinacion de BAP + 2,4-D, donde se puede
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observar el nimero de callos friables, de callos no friables (compactos y oxidados),
el nimero de explantes no inducidos y el porcentaje total de induccion. El objetivo
de hacer esta separacion en la evaluacion de la respuesta era determinar el
tratamiento en el que se presentara el mayor nimero de callos friables, ya que
como podemos observar en los primero 8 tratamientos, excepto el 5, presentan
porcentajes de induccion superiores al 70 %. Sin embargo, el porcentaje de
induccion no representa el mejor tratamiento. Esto se puede observar en el
tratamiento 7 donde se presenté un porcentaje de induccion de 100 %, pero mas
del 90 % de ellos eran callos compactos y con un elevado grado de oxidacion, lo
cual no lo hace aptos para la regeneracion. En esta evaluacion los tratamientos que
exhiben los mejores resultados son el 3 y 6. Ambos presentan un porcentaje de
induccion de 80% aproximadamente, sin embargo, la mitad de los callos obtenidos
presentan las caracteristicas como callo friable. El la combinacién de CIN + 2,4-D
se observaron en los tratamientos 12 y 16 porcentajes de callos friables més
elevados que en la otra combinacion de RCV. En este barrido se observé que a
medida que se incrementod la concentracion de 2,4-D se incrementd el porcentaje
de induccién. Por esto fue necesario evaluar cuatro tratamientos mas para observar

el comportamiento de induccién de callo si se elevaba la concentraciéon de 2,4-D.

Cuadro 9. Tratamiento adicional de Cin + 2,4-D.

Explantes
Callos Callos no no Induccion
T Cin (UM) 2,4-D (UM) friables friables inducidos de callo%

17 2.32 11.3 3.66 3.33 3 70

18 2.32 13.56 1.66 5.66 2.66 73.33
19 4.52 11.3 4 3.33 2.66 73.33
20 4.52 13.56 3.33 4.33 2.33 76.66

El Cuadro 9 muestra los tratamientos adicionales que se realizaron paro observar el
comportamiento de los tejidos en cuanto a la induccion de callo, esto al incrementar
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la concentracion de 2,4-D en el medio de cultivo, se indica en la primer columna
con una T el numero de tratamiento. Podemos observar una disminucién notoria en

el porcentaje de callos friables. Tomando en cuenta estos resultados establecemos

gue la combinacion de RCV en el medio de cultivo que permite obtener mayor
cantidad de callos friables es CIN (2.32 uM) + 2,4-D (9-04 pM).

Figura 7. Respuesta de induccion de callo.

Podemos observar el efecto del medio de cultivo en explantes de cotiledon. El
namero indica el tratamiento al que corresponde cada imagen. Se trata de mostrar
de manera general la respuesta, comparando las caracteristicas morfoldgicas de
los callos inducidos.

40



Figura 8. Callos inducidos tratamiento 12, 16, 3y 6.

1) Tratamiento 16, 2) Tratamiento 12, 3) Tratamiento 3 y 4) tratamiento 6. Se
observan fotografias tomadas en el estereoscopio, donde podemos observar las
caracteristicas morfologicas de los callos, resaltando la presencia de coloraciones
obscuras en los tratamientos 12, 6 y 3.
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5.8 Induccion de brotes

Las células que han adquirido competencia para la induccion de brotes durante la
desdiferenciacién celular, induccion de callo, pueden ser inducidas a la formacién
de brotes por la aplicacion de citocininas al medio (Sugiyama, 1999). En el cultivo
de tejidos vegetales, el balance exdégeno de auxinas y citocininas en el medio es
esencial para la organogénesis de novo, jugando un rol importante en la
determinacién morfologica del callo. Donde la obtencién de 6rganos esta regulada
por la relacién de auxinas y citocininas (Zhao y col.,, 2008). La formacion de
organos de novo se ve afectada por diversos factores como la presencia de

compuestos fendlicos en los callos, antibiéticos y concentraciones de RCV.

En este trabajo se evalué BAP + ANA suplementado a diferentes concentraciones
en medio MS para inducir la formacion de brotes en callos de Acacia angustissima
obtenidos de cotiledon bajo las condiciones que se determinaron con anterioridad.
El objetivo de este experimento fue determinar las concentraciones de RCV
adicionadas al MIC que presento mayor induccion de brotes. Para lo que se haria
una evaluacion basados en el coeficiente formador de brotes. La evaluacion de los
diferentes tratamientos se llevé a cabo a temperatura ambiente y fotoperiodo
natural. La evaluacién de formaciéon de brotes se llevd a cabo con respecto al
tiempo. Donde tras un cultivo de 25 dias se comenzd a observar la aparicion de
grupos celulares con una coloracion verde, indicando actividad fotosintética y lo que
puede ser un brote. Sin embargo, no se observé el desarrollo de brotes en dias

posteriores en el tiempo que se reporta en trabajos con otras acacias.
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Figura 9. Callo en induccién de brotes

Se observa la induccion de un grupo de células con coloracion verde, indicando
actividad fotosintética. Se observo la aparicion de este grupo celular en el dia 25 de

contacto con el medio en el tratamiento cinco.
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Figura 10. Callo sin respuesta en MIB.

Se muestra un callo en medio inductor de brotes que después de 30 dias de
contacto con el medio no muestra respuesta. A diferencia del anterior este presenta

una mayor cantidad de compuestos fendlicos, asociado al color obscuro.
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5.9 Rizogénesis

La induccion de raiz o rizogénesis estd controlada por la aplicacion exdégena de
auxinas en el medio. Donde de acuerdo a lo propuesto por Miller y Skoog el
balance hormonal que promueve la formacién de raiz es con una mayor relacion de
auxinas en el medio. En las técnicas de cultivo de tejidos generalmente se emplean
medio suplementados con auxinas, aunque en algunos casos utilizar medio libre de

RCV representan una alternativa que muestra mejores resultados.

Para las pruebas de enraizamiento directo, utilizamos plantulas germinadas in
vitro, se les corto la raiz y fueron colocadas en medio MS suplementado con
diferentes concentraciones de ANA. Los frascos se mantuvieron a temperatura
ambiente y bajo fotoperiodo natural. Evaluamos el numero de plantas con raiz,
namero de raices por planta y longitud en cm. Debido al efecto de induccion de
callo mostrado en algunos tratamientos se evalué el porcentaje de induccion de
callo. Los resultados se muestran en el Cuadro 10 donde se puede observar que el
namero de raices y la induccion de callo aumentan a medida que se aumenta la
concentracion de ANA. Mientras que el nUmero de plantas con raices y la longitud
de la raiz disminuyen. Se observo la induccion de callo en los tratamientos donde
se suplemento 5.37 y 8.07 uM de ANA. La Figura 9 muestra como se observo la
induccion de la masa de células desdiferenciadas. La formacion de callo obtenida al
suplementar el medio con ANA a 5.37 y 8.07 uM. En el tratamiento con 5.37 uM de
ANA fue de 53.33 %, mientras que en el medio suplementado con 8.07 uM fue de
93.33 % como se observa en el Cuadro 10. Mientras que a 2.29 uM de ANA se
indujo un mayor numero de raices, pero mostraron perdida de la arquitectura y
gravitropismo, esto se observa en la Figura 10. En el experimento se incluyé medio
libre de RCV, donde se observo el mayor numero de plantas con respuesta y las
raices de mayor longitud. En este trabajo el medio de cultivo libre de auxinas
presento el mayor porcentaje de induccién, al obtener 24 plantas con formacion de
raiz. Mientras que a medida que se incrementaba la concentracion de ANA en el

medio, se observo que se incrementaba la induccién de callo y disminuia el nUmero
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de plantas que presentaban raiz. La Figura 11 muestra la raiz inducida en medio
libre de RCV, en estas condiciones se obtuvo la formacién de raices con mayor
longitud que las obtenidas en medios con ANA, ademas se observaba la ausencia
de alteraciones como falta de gravitropismo y perdida de arquitectura de la raiz,
gue corrobora que estas afecciones son un efecto de la presencia de auxinas en el
medio. La Figura 12 muestra una comparacion del efecto de los diferentes
tratamientos de induccion de raiz. Mostrando que la presencia de ANA en el medio
de enraizamiento afecta la formacién de raiz, con la induccién de callo, perdida de
gravitropismo y arquitectura. Mientras que el medio MS promueve la formacion de
una raiz de caracteristicas similares a la que se presenta cuando se germina una
semilla. Los tratamientos con ANA disminuyeron el nimero de plantas que
presentaron induccion de raiz, pero se obtuvo un mayor nimero raices como se
puede observar en la Tabla 9 donde en medio libre de hormonas obtuvimos 2.26
raices por planta, mientras que en medio con 8.07 uM de ANA obtuvimos en 8.75
raices por planta. Sin embargo, las raices obtenidas presentaban alteraciones
como la pérdida del gravitropismo y arquitectura de la raiz como se puede observar
en la Figura 12. que muestra una imagen de una raiz inducida a con medio
suplementados con 2.29 uM de ANA. La inducciéon de raiz de en plantulas de
Acacia angustissima de manera directa, permiti6 evaluar el comportamiento en

medio MS suplementado con diferentes combinaciones de ANA.

Cuadro 10. Resultados induccién de raiz con ANA.

induccién de
ANA (UM) No. Plantas No. Raices Longitud (cm) callo %
0 24 2.26 5 0
2.29 16 3.57 3 0
5.37 12 4.8 3 53.33
8.07 8 8.75 2 93.33
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Figura 11. Efecto de induccion de callo en medio con ANA.

Se obseva la induccion de callo en el medio MS suplementado con 5.37 y 8.07 uM
de ANA. La proliferacion de las células al estadio de callo fue por efecto de ANA en
el medio de cultivo. La formacion de callo no solo impidio la rizogenesis, sino que
tambien afecto el nimero de plantas con raiz, ya que la gran mayoria de las plantas
gue mostraron la induccion de callo no presentaron raiz. Los cultivos se

mantuvieron a temperatura ambiente y bajo un fotoperiodo natural.
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Figura 12. Raiz inducida en MS con ANA 2.29 uM.

Podemos observar que la induccion de raiz en el tratamiento con 2.29 uM de ANA
suplementado al medio MS fue deficiente. Las raices obtenidas en presentan un
alteraciones fisiologicas evidentes, como la perdida del gravitropismo y la
arquitectura de la raiz. Estos dos procesos estan controlados de maner natural por

el balance de auxinas.
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Figura 13. Raiz inducida en medio MS libre de RCV.

Se puede observar que el medio MS libre de RCV es capaz de inducir la
rizogénesis. Este tratamiento mostro la inducciébn de raices sin afecciones
fisiologicas. No se observa la induccién de callo, por lo que se comprueba que la
induccion de este es por efecto de ANA en el medio de cultivo. Las raices
obtenidas bajo estas condiciones son de mayor longitud, ademas no presentan
perdida del gravitropismo y de la arquitectura.
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Figura 14. Comparacion de tratamientos de induccion de raiz.

A) Medio libre de RCV. B) Medio suplementado con 2.29 uM de ANA. C) Medio
suplemtado con 5.37 uM de ANA. D) Medio suplementado con 8.07 uM de ANA. E)
Medio suplemendado con 9.1 uM de ANA. W) Raiz de una plantula de Acacia
angustissima germinada in vitro en medio MS. Se observa el efecto de el ANA
suplementado al medio, podemos ver las caracteristicas de las raices de cada
tratamiento comparando con la raiz que se desarrolla del embrion en la
germinacion de la semilla. Donde claramente se ve que la precencia de ANA el

medioafecta la induccion de raiz.
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5.10 Aclimatacion ex vitro

La aclimatacion de las condiciones in vitro a ex vitro se llevé a cabo de acuerdo al
periodo de aclimatacion que se menciona en el Cuadro 11. Generalmente para
hacer un cambio paulatino que permita obtener una mayor cantidad de plantas
adaptadas al cultivo en condiciones ambientales. Se colocan las plantas en un
sustrato estéril, después son protegidas con una cubierta plastica y regada con
diluciones del medio de cultivo. La cubierta regula la humedad y el intercambio
gaseoso, pero esta debe ser perforada gradualmente, mientras que cada vez se
riega con una solucién mas diluida, para aumentar la tasa fotosintética de la planta
hasta que se retira la cubierta y los riegos se realizan con agua. A este periodo de
tiempo se le llama aclimataciéon y es uno de los pasos limitantes en el rendimiento
de plantulas regeneradas. En este trabajo la aclimatacion de plantulas in vitro de
Acacia angustissima se llevo a cabo utilizando tierra estéril, cubriendo las macetas
con una bolsa plastica que se perforo como se muestra en el cronograma donde
también se observar como se llevaron a cabo lo riego con diluciones del medio MS.
Durante el periodo de aclimatacion se cuantifico el nUmero de decesos en cada
paso, con el objetivo de identificar en que parte del protocolo fue donde se presentd
el mayor numero de muertes. El Cuadro 12 muestra los resultados obtenidos en el
primer experimento. En esta primera aproximacion solo el 22.5 % de las plantas
sobrevivieron hasta la etapa de retirar la cubierta plastica, sin embargo todas
murieron en un par de semas después tioladas y contaminadas por hongos. Las
etapas donde se presentdé mayor pérdida de plantas fueron la 3° y 4°, pero los
problemas se observaron desde la primera etapa, ya que al regar por inundacion se
saturaba el sustrato, este exceso de medio provoco una muy alta humedad y se
volvié un medio susceptible a contaminacion. De esta manera al final del periodo de
aclimatacién se present6 una mayor cantidad de perdida de plantulas debido a la
contaminacion del sustrato y a plantulas tioladas. Se llevdé a cabo un segundo
experimento tomando en cuenta las siguientes consideraciones, la tierra estéril se
humedeci6 con agua destilada estéril, los riegos se realizaron por goteo utilizando
una jeringa con aguja para evitar retirar la bolsa plastica, controlando de esta
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manera la contaminacién y los efectos causados por la alta humedad que se
presentaron al regar por inundacion. Los resultados obtenidos en la segunda
evaluacion del proceso de aclimatacion propuesto para acacia angustissima, se
muestran en el Cuadro 13 donde se puede observar que se incrementd la
sobrevivencia que llegaron a la cuarta etapa, comparado con los resultados
anteriores incrementamos sobrevivencia de 87.5 a 92.5 %, en la tercera de 62.5 a
77.5 %y en la cuarta de 22.5 a 45 %.

Cuadro 11. Cronograma de aclimatacion.

Riego con dilucion

Etapa
de MS Perforacion
1°(dia 1-4) 50 % dia 3
2°(dia 5-8) 25 % dia5y8
3°(dia 9-12) 10 % dial0y 12
4°(dia 13-15) agua Retirar cubierta el dia 15
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Cuadro 12. Resultados primer experimento de aclimatacion.

No. Plantas muertas por

Etapa etapa Sobrevivencia %
1° 0 100
2° 5 87.5
3° 10 62.5
4° 16 22.5

El Cuadro 12 muestra los resultados del primer experimento de aclimatacion donde
se puede observar que en la tercera y cuarta etapa es donde se presenta el mayor
namero de muertes, esto se atribuye a la contaminacién y a la inundacién del

sustrato que se presento en los riegos. Logrando solo el 22.5 % de sobrevivencia.

Cuadro 13. Resultados de aclimatacién del segundo experimento.

No. Plantas muertas por

Etapa etapa sobrevivencia %
1°(dia 1-4) 0 100
2°(dia 5-8) 3 92.5

3°(dia 9-12) 6 77.5
4°(dia 13-15) 13 45

El Cuadro 13 muestra los resultados después de las modificaciones hechas al
primer protocolo de aclimatacion, podemos observar que se logré mitigar la muerte
de las plantas en todas las etapas, en la segunda y tercera hasta el 50 %. Logrando

un porcentaje final de 45 % de sobrevivencia.
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6. Discusioén

Previo a este trabajo se han reportado sistemas de regeneracion para acacias via
organogénesis indirecta donde se evaluaron diferentes tejidos como fuente de
explante, a continuacion se describen algunos ejemplos que nos permitiran

comparar la informacion.
Seleccion del explante

En Acacia sinuata se evaluaron tres tejidos, hipocotilo, cotiledén y hojas jévenes
como fuente de explante, en medio MS con 3 % de sacarosa y suplementado con
BAP (2.22 puM) + 2,4-D (6.78 pM). Se reporté que los explantes de hipocotilo
presentaban un 90 % de induccién (Vengadesan y col. 2000). Posteriormente se
reportd el uso de cotiledén en medio MS con 3 % de sacarosa y suplementado con
BAP (2.22 uM) + ANA (8.1 uM) reportando un 75 % de induccién de callo en Acacia
sinuata (Vengadesan y col. 2003). Se ha reportado también la evaluacion de nodo,
puntas de brote y cotiledén para Acacia mangium en medio MS suplementado solo
con BAP (4 uM) y un segundo tratamiento con BAP (4 uM) + ANA (0.5 uM). Donde
el nodo presento 99.33 % para la primera combinacion, 89.33 % para la segunda,
el cotiledon 80.67 y 80 % respectivamente y el porcentaje de induccion de las
puntas brotes fue de 51.67 y 42.67 para cada uno de los explantes
(Shahinozzaman y col. 2012).

Comparando nuestros resultados con lo mencionado anteriormente, donde
obtuvimos un 100 % de induccién de callo para el cotiledén y nodo, podemos decir
gue estos tejidos en conjunto con el hipocotilo y la hoja son los que presentan un
mayor porcentaje de induccion. El grado de induccion que presentaron el cotiledén
y nodo de Acacia angustissima se atribuye a las caracteristicas fisiol6gicas propias
del tejido. Por otra parte la baja tasa de induccién del epicotilo, que en las
condiciones experimentales alcanzé el 76.66 % fue atribuido al tamafio del explante

ya que este tejido es muy delgado.
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Evaluacién de RCV en la induccién de callo.

La induccion u obtencién de callo, es la formacion de un conjunto amorfo de células
con una tasa alta de proliferacion, a partir de un explante. El control de este
fendmeno esta dado por la concentracion de auxinas y citocininas, en el medio de
cultivo. Se dice que para la induccion de callo la concentracion de auxinas vs
citocininas debe ser igual. Sin embargo, comunmente se emplean barridos de
concentraciones, donde se observa el comportamiento de la induccion de callo en
las diferentes interacciones permitiendo la determinacion de la combinacion que
presenta el mejor resultado tomando en cuenta el porcentaje de induccién, color y
consistencia del callo. Estas caracteristicas de los callos inducidos permiten
clasificados como friables o no friables, un callo friable es aquel que presenta
generalmente una coloracién blanca y consistencia suave, mientras que un callo no
friable presenta una coloracion amarilla, café, consistencia compacta y dura. Estas

caracteristicas condicionan la regeneracion.

Para establecer un protocolo de regeneracion via organogénesis indirecta es
necesario establecer las condiciones para la obtencion de callos friables. El
establecimiento de estas condiciones se lleva a cabo evaluando diferentes
concentraciones de una combinacion de auxinas y citocininas, buscando la
induccion de células friables. Experimentos de esta naturaleza permiten observar el
comportamiento y respuesta, para discriminar en base a caracteristicas

morfolégicas determinando las condiciones en las que se presenta la respuesta.

La induccién de callo depende del explante y de las concentraciones de auxinas y
citocininas en el medio de cultivo. Una vez que se establecié el cotiledon seria el
tejido que se utilizaria como explante se evalué la interacciébn de diferentes
concentraciones de auxinas Yy citocininas, con el objetivo de observar el
comportamiento de la induccion de callo en los diferentes tratamientos, y establecer

asi las condiciones de induccion de callo.

En trabajos reportados previamente para regeneracion de acacias por

organogenesis indirecta se evaluaron diferentes combinaciones de reguladores de
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crecimiento. En Acacia sinuata se probaron los tratamiento que se emplearon en
este trabajo, donde se determind que porcentaje de induccion de callo a 2,4-D (9.04
uM) + BAP (2.22 uM) para explantes de hipocotilo (Vengadesan y col. 2000).
Posteriormente en esta misma acacia se evaluaron combinaciones de ANA + BAP
y CIN +ANA, utilizando como explante el hipocotilo, el mejor resultado se obtuvo
con ANA (8.1 pM) + BAP (2.22 puM) con un 75 % de induccion de callo
(Vengadesan y col. 2003).

En este trabajo se tomo en cuenta la lo reportado por Vengadesan y colaboradores
en 2000 y 2003; por esto fue que se evaluaron combinaciones de 2,4-D + BAP y
2,4-D y CIN. A diferencia de lo reportado con Acacia sinuata nosotros obtuvimos
que la CIN y 2,4-D presento una respuesta mejor, esto al obtener una mayor
cantidad de callos friables y de mayor tamafio en cotiledones de Acacia
angustissima. También el porcentaje de induccién qgue hemos obtenido es mayor a
lo reportado por en Acacia sinuata.

Induccion de brotes

La induccion de brotes en organogénesis indirecta se origina de un grupo de
células llamado meristemoide, que dan origen a un brote. Esto una vez que las
células del explante de vuelven competentes. La morfogénesis in vitro de érganos
de novo, esta controlada por el balance hormonal entre auxinas y citocininas, para
la obtencién de brotes, generalmente la concentracidbn de citocininas es mas
elevada que la de auxinas en el medio de cultivo. Este fendmeno se afecta cuando
se utilizan células que han permanecido demasiado tiempo en estadio de callo o

por otros factores como la presencia de antibiéticos en el medio de cultivo.

En este trabajo se evaluaron diferentes concentraciones de BAP y ANA para la
induccion de brotes, como se muestra en el Cuadro 4. En callos obtenidos a partir
de explantes juveniles de Acacia angustissima. Fueron colocados en cajas de petri
a razon de 10 explantes por caja con tres repeticiones por tratamiento. Una vez que

56



se llevo a cabo el trasplante en medio inductor de callo (MIC) las cajas se
mantuvieron a temperatura ambiente y bajo fotoperiodo natural. La evaluacion de
obtencion de explantes se con respecto al tiempo y CFB (coeficiente formador de
brotes). Después de seguir la respuesta de la formacion de brotes en callos por 30

dias, no se registré formacion de brotes.

De acuerdo con lo reportado anteriormente en la regeneracion in vitro por
organogeénesis indirecta de Acacia sinuata donde se evalu6 medio MS con 10 %
de agua de coco y diferentes concentraciones de BAP + AlA, el mayor numero de
brotes por explante fue de 2.6 y se logré con BAP (13.2 uM) + AIA (3.42 uM)
(Vengadesan y col., 2000). Posteriormente se probé BAP y Zeatina diferentes
concentraciones en medio MS 50 % y 10 % de agua de coco, donde el mayor
namero de brotes se obtuvo Zeatina (2.5 uM) + BAP (13.3 uM) presentando 25

brotes por explante (Vengadesany col., 2003).

Rizogénesis

En trabajos previos en Acacia sinuata se reporta un tasa alta de enraizamiento en
medio MS 50 % suplementados con 7.4 uM de AIB (Vengadesan y col. 2003).
Posteriormente en acacia mangium se reportd medio MS suplementados con AIB 8
MM (Shahinozzaman y col., 2012). Estos resultados son contrastantes con lo
obtenido en nuestro trabajo al utilizar medio MS con ANA, ya que muestra efectos
secundarios en las plantas. También en lo reportado por Vengadesan vy
colaboradores en 2000, donde el enraizamiento de acacia sinuata se induce con un
medio suplementado con 7.36 UM de AIB. Sin embargo, posteriormente en este
trabajo se evalué el efecto de medio MS suplementado con diferentes
concentraciones de 2,4-D, ANA y AIA, mostrando que la presencia de estas

auxinas en el medio promueve la formacion de callo (Vengadesan y col. 2000).
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Aclimatacion ex vitro

La adaptacion de cultivo in vitro a condiciones ex vitro en cultivo de tejidos
vegetales, permite adaptar las plantas regeneradas a las condiciones de cultivo ex
vitro, esto en una forma gradual para asegurar un porcentaje alto de supervivencia.
Las plantas en condiciones de cultivo in vitro, se encuentran bajo condiciones de
cultivo que les aporta macronutrientes, micronutrientes, vitaminas y sacarosa como
fuente de carbono; ademas con alta humedad relativa, bajo temperatura y
fotoperiodo controlados. Como consecuencia de estas condiciones las plantas
desarrolladas presentan alteraciones fisiolégicas como atrofia en la apertura y
cierre de estomas, cuticula delgada, poca tolerancia al intercambio gaseoso y una
tasa fotosintética baja. Por ende un cambio brusco en las condiciones de cultivo

condiciona la sobrevivencia de las plantas.

Los reportes de aclimatacion en sistemas de regeneracion de acacias regeneradas
por organogénesis indirecta, en acacia sinuata se reportdé un 40 % de aclimatacion
(Vengadesan y col., 2003), posteriormente en este modelo se reporté un 45 % de
aclimatacién (Vengadesan y col., 2003). Mientras que para Acacia mangium se
reporté un porcentaje de aclimatacion del 65 % (Shahinozzaman y col. 2012).
Comparando el resultado obtenido con el protocolo de aclimatacibn que se
establecio se ha logrado obtener un porcentaje de sobrevivencia igual al reportado

en Acacia sinuata en 2003 y menor al reportado para Acacia mangium.
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Conclusiones

e Se establecidé un protocolo de desinfeccion que aseguro la asepsia en la
germinacion in vitro de semillas de Acacia angustissima, mostrando una
germinacion rapida y homogénea.

e La evaluacion realizada de cinco tejidos como fuente de tejido vegetal,
permiti6 comparar la respuesta de los diferentes explantes, determinando
gue el cotiledon presento la mejor respuesta basados en el porcentaje de
induccidn y las caracteristicas morfologicas del callo.

e Evaluamos dos combinaciones de RCV a diferentes concentraciones en
medio MS para la induccién de callo, tomando en cuenta el porcentaje de
induccion de callo y las caracteristicas morfolégicas se determin6é que el
mejor resultado se presentd en medio MS suplementado con CIN (2.32 yM)
+2,4-D (9.04 pM).

e Después de 30 dias en contacto con el medio de MS suplementado con
RCV de acuerdo a los tratamientos mencionados, se observé que BAP +
ANA a diferentes concentraciones no promueven la induccion de brotes en
callos de Acacia angustissima, esto bajo las condiciones del experimento.

e Para llevar a cabo la rizogénesis se determin6 que el medio MS libre de RCV
promueve la formacion de raices sin alteraciones fisioldgicas, mientras que
en presencia de ANA se observd induccion de callo, perdida de
gravitropismo y de la arquitectura de la raiz.

e EIl protocolo de aclimatacion permitié establecer un 45 % de supervivencia

en la trasferencia de cultivo in vitro a condiciones ex vitro.
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9. Anexos

Abreviaturas:

%: porcentaje

MM: micro molar

2,4-D: acido diclorofenoxiacetico
4-Cl-AlA: acido cloro indol acético
AGa: acido giberelico 1

AGs: acido giberelico 3

AlA: acido indol acético

AIB: &cido indol butirico

ANA: &cido naftalenacético

BAP: bencil amino purina

CFB: coeficiente formador de brotes
CIN: cinetina

cm: centimetro

CTV: cultivo de tejidos vegetales
g/L: gramo por litro

g: gramo

L: litro

mg/L: miligramos por litro

MIB: medio inductor de brotes

MIC: medio inductor de callo
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mm: milimetro

MS: medio Murashige y Skoog

p/v: peso por volumen

pH: potencial de hidrogeno

RCV: reguladores de crecimiento vegetal
T: tratamiento

v/v: volumen por volumen

A continuacién se presentan la metodologia de preparacion de medios de cultivo
utilizados en este trabajo.

Medio de cultivo:

Medio MS para germinacion de semillas de Acacia angustissima.

MS en polvo Sigma 4.4 g/L
Sacarosa 30 g/L
Phytagel 3g/L

Se adicionan las cantidades de medio MS, sacarosa en un matraz. Posteriormente
de colocan dos terceras partes de agua para disolver las sales y sacarosa.
Finalizado esto se ajusta el pH a 5.8 con una solucién de hidroxido de sodio 0.1 N.
Después se adiciona el agente gelificante y se calienta el medio para asegurar que
este se mezcle perfectamente. Se afora al volumen final y el medio es colocado en
frascos de cultivo a razon de 20 ml por cada uno, se les coloca una tapa, para ser

esterilizados por presion en autoclave a 121°c y 15 psi.

64



Medio para la seleccion del explante.

MS en polvo Sigma 4.4 g/L
Sacarosa 30 g/L
Phytagel 3g/L
BAP 0.5 pl/L
2,4-D 1 ml/L

Se adicionan las cantidades de medio MS, sacarosa y RCV en un matraz.
Posteriormente de colocan dos terceras partes de agua para disolver las sales,
sacarosa y RCV. Finalizado esto se ajusta el pH a 5.8 con una soluciéon de
hidroxido de sodio 0.1 N. Después se adiciona el agente gelificante y se calienta el
medio para asegurar que este se mezcle perfectamente. Se afora al volumen final y
es esterilizado por presion en autoclave a 121°c y 15 psi durante 15 minutos. El
medio estéril se coloca en cajas de petri a raz6n de 20 ml por cada una, este
proceso se lleva a cabo en la campana de flujo laminar para mantener aséptico el

medio. Se almacena hasta su uso a 4°c en el refrigerador.

Medios de induccién de callo

MS en polvo Sigma 4.4 g/L
Sacarosa 30 g/L
Phytagel 3g/L
Tratamiento 1

BAP 0.5 ml/L
2,4-D 0.5 ml/L
Tratamiento 2

BAP 0.5 ml/L
2,4-D 1 ml/L
Tratamiento 3

BAP 0.5 ml/L
2,4-D 1.5 ml/L
Tratamiento 4

BAP 0.5 ml/L
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2,4-D
Tratamiento 5
BAP

2,4-D
Tratamiento 6
BAP

2,4-D
Tratamiento 7
BAP

2,4-D
Tratamiento 8
BAP

2,4-D
Tratamiento 9
CIN

2,4-D
Tratamiento 10
CIN

2,4-D
Tratamiento 11
CIN

2,4-D
Tratamiento 12
CIN

2,4-D
Tratamiento 13
CIN

2,4-D
Tratamiento 14
CIN

2,4-D
Tratamiento 15
CIN

2,4-D
Tratamiento 16
CIN

2,4-D

2 ml/L

1 ml/L
0.5 ml/L

1 mi/L
1 ml/L

1 ml/L
1.5 ml/L

1 mi/L
2 ml/L

0.5 ml/L
0.5 ml/L

0.5 ml/L
1 ml/L

0.5 ml/L
1.5 ml/L

0.5 ml/L
2 ml/L

1 ml/L
0.5 ml/L

1 mi/L
1 ml/L

1 ml/L
1.5 ml/L

1 mi/L
2 ml/L

Se adicionan las cantidades de medio MS, sacarosa y RCV correspondiente a cada

tratamiento en un matraz. Posteriormente de colocan dos terceras partes de agua
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destilada para disolver las sales, sacarosa y RCV. Finalizado esto se ajusta el pH a
5.8 con una solucion de hidroxido de sodio 0.1 N. Después se adiciona el agente
gelificante y se calienta el medio para asegurar que este se mezcle perfectamente.
Se afora al volumen final y es esterilizado por presion en autoclave a 121°c y 15 psi
durante 15 minutos. El medio estéril se coloca en cajas de petri a razon de 20 ml
por cada una, este proceso se lleva a cabo en la campana de flujo laminar para

mantener aséptico el medio. Se almacena hasta su uso a 4°c en el refrigerador.

Medio de induccién de brotes

MS en polvo Sigma 4.4 g/L
Sacarosa 30 g/L
Phytagel 3g/L

Tratamiento 1

BAP 0.68 ml/L
ANA 0 ml/L
Tratamiento 2

BAP 0.9 ml/L
ANA 0 ml/L
Tratamiento 3

BAP 1.12 ml/L
ANA 0 ml/L
Tratamiento 4

BAP 1.34 ml/L
ANA 0 ml/L
Tratamiento 5

BAP 0.68 ml/L
ANA 0.07 ml/L
Tratamiento 6

BAP 0.9 ml/L
ANA 0.07 ml/L
Tratamiento 7

BAP 1.12 ml/L
ANA 0.07 ml/L
Tratamiento 8

BAP 1.34 ml/L
ANA 0.07 ml/L
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Tratamiento 9

BAP 0.68 ml/L
ANA 0.148 ml/L
Tratamiento 10

BAP 0.9 ml/L
ANA 0.148 ml/L
Tratamiento 11

BAP 1.12 ml/L
ANA 0.148 ml/L
Tratamiento 12

BAP 1.34 ml/L
ANA 0.148 ml/L
Tratamiento 13

BAP 0.68 ml/L
ANA 0.223 ml/L
Tratamiento 14

BAP 0.9 ml/L
ANA 0.223 ml/L
Tratamiento 15

BAP 1.12 ml/L
ANA 0.223 ml/L
Tratamiento 16

BAP 1.34 ml/L
ANA 0.223 ml/L

Se adicionan las cantidades de medio MS, sacarosa y RCV correspondiente a cada
tratamiento en un matraz. Posteriormente de colocan dos terceras partes de agua
destilada para disolver las sales, sacarosa y RCV. Finalizado esto se ajusta el pH a
5.8 con una solucién de hidroxido de sodio 0.1 N. Después se adiciona el agente
gelificante y se calienta el medio para asegurar que este se mezcle perfectamente.
Se afora al volumen final y es esterilizado por presién en autoclave a 121°c y 15 psi
durante 15 minutos. El medio estéril se coloca en cajas de petri a razon de 20 ml
por cada una, este proceso se lleva a cabo en la campana de flujo laminar para

mantener aséptico el medio. Se almacena hasta su uso a 4°c en el refrigerador.
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Medio para rizogénesis

MS en polvo Sigma 4.4 g/lL
Sacarosa 30 g/L
Phytagel 3g/L
Tratamiento 1 ANA 0 uM
Tratamiento 2 ANA 2.22 uM
Tratamiento 3 ANA 5.07 uM
Tratamiento 4 ANA 8.04 uM
Tratamiento 5 ANA 9.07 uM

Se adicionan las cantidades de medio MS, sacarosa y RCV en un matraz.
Posteriormente de colocan dos terceras partes de agua destilada para disolver las
sales y sacarosa. Finalizado esto se ajusta el pH a 5.8 con una solucion de
hidroxido de sodio 0.1 N. Después se adiciona el agente gelificante y se calienta el
medio para asegurar que este se mezcle perfectamente. Se afora al volumen final y
el medio es colocado en frascos de cultivo a razén de 20 ml por cada uno, se les

coloca una tapa, para ser esterilizados por presion en autoclave a 121°cy 15 psi.
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