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RESUMEN
El objetivo de este trabajo fue micropropagar plantas de Jatropha curcas L. de origen
guatemalteco mediante organogénesis desde discos foliares. Se estableci6 el cultivo in
vitro de callo, los que mostraron la formaci6n de estructuras organizadas que no fueron
capaces de convertirse en brotes. El crecimiento de contaminantes se previno usando
plantas de laboratorio y agregando 100 mg/L de cefotaxime al medio de cultivo. La edad
de 1a hoja afect6 el crecimiento del disco foliar sin notar otras diferencias. Agregar al
medio de cultivo 1 g/L de carbén activado inhibid el crecimiento de callo, mientras que
1 g/L. de PVP y 0,5 mM de citrato no tuvieron efecto. Segiin los resultados, el mejor
crecimiento de callo deberia ocurrir en medio WPM (0,5 o 1,0), con 15 g/L. de sacarosa,
4,44 uM de BAP y 2,46 uM de IBA. El crecimiento de callo, asi como la formacién de
estructuras organizadas, pudo depender del genotipo, lo que explicaria su variacion entre

experimentos en los que se utiliz el mismo medio de cultivo.




ABSTRACT
The goal of this work was to micropropagate plants of Guatemalan Jatropha curcas L.
by organogenesis from leaf discs. In vitro culture callus was established, and some of
these showed the development of organized structures which were not able to become
shoots. Biological contaminants were prevented by using plants grown and kept in the
laboratory and by adding 100 mg/L. of cefotaxime to the culture media. The age of the
Jeaf affected the growth of the leaf disc without noting other effects. Addition of 1 g/LL of
activated charcoal to the culture media inhibited the growth of the leaf disc, while 1 g/LL
of PVP and 0,5 mM of citrate did not have any effect. Taking nto account the results,
the best callus growth should happen on WPM media (0,5 or 1,0), with 15 g/l of
sucrose, 4,44 pM of BAP and 2,46 pM of IBA. The growth of callus and the
development of organized structures could depend on the genotype, which would

explain their variability among experiments where the same culture medium was used.




1. INTRODUCCION

1. 1. Datos generales sobre Jatropha curcas
Jatropha curcas L. pertenece a la familia de las Enphorbiaceae y es una especie arbustiva
que ha atraido la atencién mundial por su promisorio potencial energético. Originaria de
Centroamérica y México, actualmente extendida en las regiones tropicales y subtropicales
del mundo (Brittaine & Lutaladio, 2010), su potencial energético deriva de sus semillas
que poseen un alto contenido de aceiie (50-55% p/p) transformable en biodiésel (Paneque
et al, 2009). Su aceite ademds, sirve como purgante, para hacer jabén, velas, barnices,
lubricantes, 0 combustible para ldmparas (Brittaine & Lutaladio, 2010), y la torta de
semillas, un subproducto de la extraccion de aceite, puede ser tratada para utilizarse como
alimento para ganado en €l caso de las semillas de la variedad no téxica (Sujatha et al
2005). Es una planta tolerante a sequia y posee una alta plasticidad adaptativa, lo que la
hacen una planta candidata para la recuperacion de suelos degradados entre otros
programas agroforestales (e.g. control de inundaciones, lixiviacién de nutrientes, erosion
del suelo, y desplazamiento de dunas de arena). Fue por este potencial energético y
ambiental que se introdujeron a Chile semillas de J. curcas originarias de Guatemala,
como parte del proyecto “Desarrolio del Sistema Jatropha para la Produccién de Biodiésel
en la Zona Norte de Chile” financiado por la Fundacién para Ia Innovacién Agraria del
Ministerio de Agricultura (FIA-PI-C-2007-1A-009).

El cultivo de J. curcas en Chile ha resultado en la seleccién de los individuos
adaptados a las condiciones climéticas del pais. Sin embargo, este tipo de seleccién estaria

limitada por el acervo genético de las semillas introducidas, por lo que podria tardar varias




generaciones obtener plantas con caracteristicas que les permitan adaptarse al clima de Chile
(e.g. resistencia a heladas). Una solucién al problema anterior es el uso de ingenierfa
genética para agregar genes que confieran una caracteristica nueva a la planta. Ademds de
mejorar su adaptacion agro-climética, mediante ingenierfa genética se podrian conseguir
caracteristicas que mejoran la produccitn agricola (Gressel, 2008), como: enanismo,
supresion de la ramificacién, ausencia de dehiscencia en los frutos, sincronfa en la
maduracién de los frutos, y supresién de la produccion de compuestos toxicos (i.e. curcina y
esteres de forbol). Se han reportado diferentes protocolos de transformacién genética de J.
curcas, los cuales difieren en el material vegetal y el vector génico utilizados, asi como la
frecuencia de transformacién alcanzada (Li ez al, 2008; Trivedi et al, 2009; Pei et al, 2010;
Kumar et al, 2010b; Mazumdar et al, 2010; Pan et al, 2010; Pei et al, 2010; Purkayastha et
al, 2010). La relacién de estas técnicas con el cultivo in vitro es que el desarrollo de un
sisterna de regeneracion eficiente y compatible con el método de transformaci6n genética es

uno de los prerrequisitos de la ingenierfa genética de plantas (Misra & Misra, 2010).

1.2. Métodos de micropropagacién de Jatropha curcas

La micropropagacién, o cultivo in vitre de tejidos vegetales, es una técnica de propagacion
vegetativa que permite obtener plantas completas a partir del cultivo aséptico de pequefios
segmentos de tejido vegetal (explantes) en medios de cultivo que contienen macro- y micro-
nutrientes (vitaminas y minerales), fuentes de carbono (e.g. azdcares), y reguladores del
crecimiento (e.g. hormonas sintéticas) (George et al., 2008). La importancia de esta técnica

en el cultivo de J. curcas radica en que, ademds de servir para la propagacion clonal de




individuos, abre paso al mejoramiento genético basado en biotecnologias como la seleccion
asistida por marcadores moleculares o la ingenierfa genética (Divakara et al, 2010).

Entre las ventajas de la micropropagacién, el cultivo de explantes requiere poco
espacio, con control de las variables ambientales, independizando de la estacién a la
produccién y facilitando la conservacion del material vegetal especial (e.g. de stock, elite)
(George & Debergh, 2008). Permite la obtencion de plantas libres de patdgenos, o con
caracteristicas transitorias atractivas para el productor. Ademds, el cnidado de Jas plantas se
ve reducido al momento en que se realizan los subcultivos. Sin embargo, enftre sus
desventajas se tiene que por tratarse de un método intensivo necesita de una instalacién y
personal especializados, lo que aumenta el costo de las plantas micropropagadas (George &
Debergh, 2008). Ademds, antes de ser trasladadas a campo, las plantas necesitan de un
perfodo de aclimatacién en el que se vuelven autétrofas y adquieren su tolerancia natural a la
humedad del medio ambiente. Por 1ltimo, existe la posible desventaja de obtener plantas
genéticamente diferentes a la planta original que se queria propagar (variabilidad
somaclonal; Pierik, 1990).

La micropropagacién se puede realizar mediante la multiplicacién de brotes desde
meristemas pre-existentes (dpice o yemas axilares), o mediante la formacién de brotes
adventicios o embriones somdticos adventicios (i.e. que crecen en un lugar que no es
habitual) (George & Debergh, 2008). Esta tltima puede ocurrir de forma directa sobre los
explantes, o indirectamente desde células en suspensién o tejidos no organizados (i.e.

callos). La Tabla I presenta diferentes resultados de la micropropagacion de J. curcas.
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De todas las fuentes de explantes, las hojas de las plantas adultas son las miés
idéneas para micropropagar J. curcas, ya que son abundantes y de fécil acceso.
Considerando que se han publicado mds casos exitosos de organogénesis que de
embriogénesis somdtica al utilizar esta fuente de explantes, la organogénesis seria la

forma més plausible de micropropagar las plantas de J. curcas seleccionadas en Chile.

1.3. Organogénesis en explantes foliares de J. curcas
La organogénesis en explantes foliares de J. curcas puede ocurrir directamente mediante
brotes adventicios o indirecta a partir de callo (Sujatha & Mukta, 1996; Misra et al,
2010a). La ruta por la cual se generan los brotes, depende de las hormonas disponibles
en el medio de cultivo (factores exdgenos) y la calidad genética y epigenética del
explante foliar (factores endégenos). Los factores exOgenos citados con mayor
frecuencia para inducir organogénesis, son la interaccién entre bencilaminopurina (BAP)
y 4cido indolbutirico (IBA) (Sujatha & Mukta, 1996; Sujatha et al, 2005; Misra et al,
2010a), la interaccién entre BAP y kinetina (Kn) (Rajore & Batra, 2007), y el efecto
promotor de thidiazuron (TDZ) (Deore & Johnson, 2008); mientras que los factores
endégenos, aunque menos estudiados, son el genotipo de la planta madre (Peraza Abdn
et al, 2009; Lépez Erosa et al, 2009; Misra et al, 2010a), y la etapa de desarrollo de la
hoja (Sujatha & Mukta, 1996; Misra et al, 2010a). A continuacién se procede a hacer
una revisién narrativa de estos factores sobre la organogénesis en hojas de J. curcas.

El trabajo de Sujatha & Mukta (1996) es el primer intento exitoso reportado de
regenerar pléntulas de J. curcas mediante cultivo in vitro. En este se encontré que los

explantes foliares provenientes de la tercera hoja (desde el 4pice hacia la base)




presentaban un mayor porcentaje de regeneraci6n de brotes que los de la cuarta hoja para
un espectro més amplio de concentraciones de hormonas (BAP e IBA). Sin embargo, la
relacién entre la concentracién de hormonas y ¢l porcentaje de formacién de callos o
brotes en los explantes no fue clara, ya que el disefio experimental no incluyé todas las
combinaciones posibles de niveles de los factores. Ademds, estos factores interactuaron
con la edad fisiolégica del explante (i.e. el efecto de la combinacién hormonal fue
condicional a la edad fisiolégica del explante). Para explantes de la tercera hoja, la
ausencia de IBA casi anul6 la formacién de callos, mientras que 1a ausencia de IBA o la
baja concentracién de BAP (0,44 pM) impidié la regeneraci6n de brotes, Para explantes
de la cuarta hoja las relaciones anteriores no fueron claras, alcanzando porcentajes de
callogénesis altos para las combinaciones 4,44 uM BAP + 4,9 yM IBA y 2,22 uM BAP
+ 2,46 pM IBA, pero s6lo obteniendo regeneracion de brotes en la primera combinacion.
En la regeneracién de brotes desde callos, la concentracién de BAP sf tuvo un efecto
importante en el porcentaje de callos regenerativos (100% para 4,44 pM), y no asi para
IBA (0,49 — 2,46 uM).

Sujatha & Prabakaran (2003), reportaron porcentajes de regeneracién muy
inferiores a los de Sujatha & Mukta (1996), sin distinguir entre la obtencién de brotes
directos o indirectos. Sin embargo, la combinacién 4,44 pM BAP + 2,46 uM IBA
(Sujatha & Mukta, 1996), donde se obtuvieron entre 92% y 100% de callos
regenerativos, ahora solo obtenfan un 8%, siendo que ambos estudios usaron plantas de
un mismo jardin. Sujatha et al (2005), utilizando hojas de una variedad no toxica,
obtuvieron 79% de regeneracién en un primer cultivo en un medio con 22,2 M BAP y

4,90 pM IBA.




Rajore & Batra (2007) reportaron haber obtenido callos morfogénicos verdes y
compactos desde discos foliares cultivados en 5,37 uM 4cido naftilacético (NAA) y 22,2
pM BAP. Estos autores estudiaron el efecto de combinar BAP y Kn en el medio de
induccién de brotes en que colocaban estos callos morfogénicos, encontrando que al
mezclarse en igual proporcién (mgfl) BAP y Kn disminufan la cantidad de brotes
generados en comparacién a cuando se aplicaban por separado (siendo BAP mejor
inductor de brotes que Kn). El mejor resultado lo obtuvieron al colocar callos en un
medio cor 6,66 pM BAP y 2,46 uM IBA. Este resultado ademds seria dependiente del
explante, ya que para dpices agregar Kn a un medio optimizado con BAP disminuia el
porcentaje y nimero de brotes obtenidos por explante (Purkayastha et al, 2010),
mientras que la regeneracién a partir de segmentos de tallo cercanos al dpice solo era
posible en presencia de ambas hormonas (Singh et al, 2010).

Deore & Johnson (2008) encontraron que TDZ (2,27-4,55 pM) promovia la
induccién de brotes adventicios, mientras que su reemplazo por BAP sélo indujo callos.
El méximo porcentaje de regeneracion (53,5%) se obtuvo en un medio con 2,27 pM
TDZ + 2,22 pM BAP + 0,49 pM IBA, siendo TDZ esencial y BAP potenciador en la
induccién de brotes (Deore & Johnson, 2008). Por otro lado, Khurana-Kaul et al (2010)
encontraron que TDZ (0,9 - 22,72 pM) + 0,98 pM IBA producian un mayor nimero de
brotes de forma directa, en comparacién a BAP + 2,46 uM IBA ‘que los produjo de
forma indirecta. El efecto de TDZ también serfa dependiente del explante, ya que para
segmentos de pecfolo a bajas concentraciones de TDZ producen pocos brotes que
contindan desarrollindose correctamente, mientras que concentraciones altas generan

muchos que no contindan su desarrollo (Kumar & Reddy, 2010); en segmentos de tallo




cercanos al dpice TDZ produce brotes condensados que no contindan su desarrollo
(Singh et al, 2010); y para dpices simplemente se obtiene una menor proliferacién de
brotes que con BAP o Kn (Purkayastha et al, 2010).

Misra et al (2010a) probaron tres citoquininas (BAP, Kn, TDZ) en combinacién
con IBA para la induccién de organogénesis directa. Con Kn se obtuvo el menor
porcentaje de respuesta y menor nimero promedio de brotes por explante, siendo estos
Gltimos de color verde amarillento. Con TDZ se alcanzaron valores mds altos de
porcentaje de respuesta y nimero promedio de brotes por explante, pero estos brotes
estaban vitrificados y con gran cantidad de callo, limitando asi el crecimiento de los
brotes. Mientras que con BAP se obtuvieron los mejores resultados de porcentaje de
respuesta y niimero promedio de brotes por explante, generando brotes verdes y sanos.
Por otro lado, el efecto de IBA (0,49 — 0,98 pM) dependié de la citoquinina, y fue
diferente para el porcentaje de respuesta y el niimero promedio de brotes por explante,
obteniendo el mejor resultado al usar 0,49 pM IBA + 2,22 pM BAP. De las primeras
cinco hojas, la segunda y la tercera sirvieron como fuente de explantes regenerativos que
no empardecieron ni murieron durante el cultivo in vitro.

Misra et al (20102) también estudiaron la organogénesis indirecta, encontrando
que el tratamiento éptimo para inducir callos foliares era un medio con 2,22 uM BAP +
4,53 M 2,4-D + 5,71 pM IAA, el cual generd callos verdes y compactos. Para la
induccién de brotes desde estos callos TDZ fue crucial, siendo necesario aplicar un
pulso de 2,27 yM TDZ y 0,49 pM IBA, seguido de un subcultivo en 2,22 pM BAP +
0,49 uM IBA, resultando en un proceso asincronico de regeneracién en que se

regeneraron entre 7 y 10 brotes por cm” de callo.




El efecto de diferentes aditivos se ha estudiado en el cultivo in vitro de diferentes
tipos de explantes de J. curcas, siendo algunos aditivos: filtrado de cianobacterias
(Shrivastava & Banerjee, 2009}, antioxidantes (Misra et al, 2010b), derivados proteicos
(Shrivastava & Banerjee, 2008), y las sales de cobre y plata (Varshney & Johnson,
2010). En el cultivo in vitro de explantes foliares, se ha reportado la posibilidad de que
aumentar levemente la concentracién de niquel (menos de 0,01 mM) podria estimular el
crecimiento y regeneracién, pero concentraciones mayores lo inhibirfan y producirian
mutaciones (Sarkar et al, 2010). También se ha reportado que al aumentar 10 veces la
concentracién de cobre del medio Murashigue-Skoog (MS) (i.e. usar 1 uM Cu) mejoraba
los resultados del cultivo in vitro, aumentando el porcentaje de explantes responsivos y
el mimero de brotes por explante (Khurana-Kaul et al, 2010). No se encontraron reportes
sobre el efecto de la concentracién de azicar o la composicién basal del medio de
cultivo sobre la regeneracion desde explantes foliares.

La dependencia de los resultados del cultivo in vitro con el genotipo de la planta
se ha descrito para varios tipos de explantes (Kumar & Reddy, 2010; Kumar et al.,
2010a; Singh et al, 2010; Varshney & Johnson, 2010). Se ha descrito que hojas de
diferentes variedades de clones elite presentan diferente intensidad de contaminacién
bacteriana y diferentes potenciales de regeneracién (Misra et al, 2010a), asi como
diferentes accesiones de una misma zona geogrdfica pueden presentar diferentes
porcentaje de respuesta y niimero promedio de brotes por explante (Peraza Abén et al,
2009; Lépez Erosa et al, 2009). Por lo anterior, resulta evidente la necesidad de

desarrollar un protocolo de regeneraci6n para los individuos introducidos a Chile.
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1.4. Hipétesis de trabajo
Se pueden regenerar brotes de Jatropha curcas mediante el cultivo in vitro de discos

foliares en medios de composicién nutricional y hormonal Gptima.

1.4. Objetivos
Objetivo general:
e Establecer un protocolo de regeneracién de brotes in vitro de Jatropha curcas a
partir de discos foliares.
Objetivos especificos:
o Analizar el efecto de las caracteristicas de la hoja que se utiliza como fuente de
discos foliares sobre 1a regeneracién de brotes in vitro.
e Determinar la concentracién 6ptima de nutrientes y fitohormonas para la
formacién de callos diferenciables desde discos foliares.
e Determinar la concentracién 6ptima de nutrientes y fitohormonas para la

regeneracién de brotes, directos o indirectos, desde discos foliares o callos.




—

2. MATERIALES

2.1. Materiales

2.1.1. Material vegetal

Se usaron plantas de Jatropha curcas L., ecotipo no téxico, crecidas en el campus
Antumapu de la Universidad de Chile y originadas de semillas importadas de
Guatemala. Estas plantas se clasificaron en dos grupos: 1) de campo, plantas originadas
de semillas germinadas en invernadero y luego de un afio transplantadas al campo para
estar expuestas a condiciones ambientales; y 2) de laboratorio, plantas originadas de
semillas desinfectadas y germinadas en tierra dentro del laboratorio, siendo mantenidas
en el laboratorio bajo condiciones monitoreadas y semi-controladas de luz y
temperatura, Se tomaron hojas, de plantas menores de 2 afios, para sex utilizadas como
fuentes de explantes, y se eligieron las primeras cinco hojas sanas desde el dpice que

tuviesen una longitud mayor a 0,5 cm.

2.1.2. Reactivos y material de laboratorio

Se utilizaron medio basal Murashige & Skoog con vitaminas (MS), (Murashige &
Skoog, 1962) y medio para plantas lefiosas Lloyd & McCown con vitaminas {(WPM)
(Lloyd & McCown, 1981), provenientes de Plant PhyroTechnology. Las hormonas 6-
bencilaminopurina (BAP) y 4cido indol-3 butirico (IBA), asi como las placas de Petri
Greiner (de poliestireno) de 94 y 145 mm de didmetro, de la marca Sigma. El 4cido
clorhidrico y el hidréxido de sodio de Analytic. La sacarosa D(+) de Arquimed; la

Cefotaxima de Laboratorios Chile; el sodio citrato 2-hid de Riedel-de Haén; el alcohol

11
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etilico 99,9% de Arquimed; la polivinilpirrolidona (PVP) y el carbén activado (AC) de
]a marca Sigma, ademds de cloro comercial marca Clorinda. Los productos fungicidas

utilizados fueron Captan 80 WP y Benomyl 50 WP de BASF.

2.2. Métodos

2.2.1. Desinfeccion

La desinfeccién de hojas comenz6 con un lavado rdpido bajo agua de grifo para quitar la
tierra y el polvo superficial, seguido por 30 min en una solucién de fungicida (1,5 g/L
Captan 80 WP y 0,5 g/L Benomyl 50 WP), 3 min en solucién de alcohol al 70%(v/v), y
5 min en una solucién de cloro comercial al 25%(v/v). Posteriormente se realizaron tres
lavados con agua estéril. Se obtuvieron discos foliares, desde las hojas desinfectadas,
con un sacabocados de 8 mm de didmetro, los cuales fueron colocados con su cara

abaxial en contacto con el medio de cultivo en placas de Petri de poliestireno.

2.2.2. Medios de cultivo

Se prepararon medios de cultivo con diferente composicién para cada experimento
realizado (Tabla II). Se utilizaron los medios de cultivos MS o WPM completos o a la
mitad de su concentracidn, y se agregaron la fuente de carbono (sacarosa), fitohormonas
(BAP, IBA), y otros compuestos (AC, PVP, citrato), se ajusté el pH a 5,8 0 6,8 segiin el
experimento, y se utilizé 7 g/L. de agar. Los medios se esterilizaron mediante calor
hiimedo en una autoclave a c¢. 124 °C y 16 psi durante 20 min. Para prevenir el

crecimiento de bacterias se utilizé 100 mg/L de cefotaxima.
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Tabla IL. Medios de cultivo utilizados en los experimentos de este trabajo.

Medio Componentes’

MS WPM Sacarosa BAP IBA AC PVP Citrato pH
la 0,5 - 30 4,44 2,46 1 - - 5,8
1b 0,5 - 30 4,44 2,46 - 1 - 5,8
1c 0,5 - 30 4,44 2,46 1 1 - 5,8
1d 0,5 - 30 4,44 2,46 - - - 5,8
2a 1,0 - 30 2,22 2,46 - - - 6,8
2b 0,5 - 30 444 2,46 - - - 5,8
2c 1,0 - 30 4,44 2,46 - - 0,5 58
2d 0,5 - 15 4,44 2,46 - - 0,5 6,8
2e 0.5 - 30 2,22 2,46 - - 0,5 6.8
2f 1,0 - 15 4,44 2,46 - - - 6,8
2g 1,0 - 15 2,22 2,46 - - 0,5 5,8
2h 0,5 - 15 2,22 2,46 - - - 5,8
3a 0,5 - - 2,22 2,46 - - - 5.8
3b 0,5 - 15 2,22 2,46 - - - 58
3c 0,5 - 30 2,22 2,46 - - - 5,8
da 0,5 - 30 2,22 2,46 - - - 5,8
4b 1,0 - 30 2,22 2,46 - - - 5,8
4c - 0,5 30 2,22 2,46 - - - 58
4d - 1,0 30 222 2,46 - - - 5.8
52 05 - 30 1,11 049 - - T 53
5b 0,5 - 30 1,11 1,47 - - - 5,8
5c 0,5 - 30 1,11 2,46 - - - 5,8
5d 0,5 - 30 2,22 0,49 - - - 5.8
Se 0,5 - 30 2,22 1,47 - - - 5.8
5f 0,5 - 30 2,22 2,46 - - - 5.8
5¢ 0,5 - 30 4,44 0,49 - - - 5.8
5h 0,5 - 30 4,44 1,47 - - - 5,8
5i 0,5 - 30 4,44 2,46 - - - 5,8

! Unidades de cada componente: MS (medio Murashige & Skoog con vitaminas),

fraccion de Ia

concentracién sugerida (4,430 g/L), WPM (medio Lloyd & McCown para plantas lefiosas), fraccién de la
concentracién sugerida (2,410 g/L); Sacarosa, g/L; BAP (bencilaminopurina), pM; IBA (dcido
indolbutirico), pM; AC (carbén activado), g/L; Citrato, mM; PVP (polivinilpirrolidona), g/L; pH,

unidades de pH (escalade 1 a i4).
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2.2.3. Condiciones de cultivo

La obtencién y manejo de discos foliares se realizé bajo cdmara de flujo laminar y en
condiciones estériles. Los cultivos de los primeros experimentos se mantuvieron en una
incubadora, mientras que en los siguientes experimentos se mantuvo un duplicado de los
cultivos de incubadora en un armario re-acondicionado. Esto se realizé para probar el
efecto de otras condiciones ambientales y aumentar la capacidad de cultivos
simulténeos. En ambos lugares de cultivo se utiliz6 un fotoperfodo de 16 horas deluzy
8 de oscuridad. En la incubadora de cultivo la temperatura se control6 por termostato y
calefactor, manteniéndose a 30 °C. La iluminacién de la incubadora se obtuvo con luces
LED, consiguiendo niveles de iluminacién entre 932 y 1775 Ix y radiacién
fotosinteticamente activa (PAR) entre 13,4 y 34,6 pmol m?Z s, Enel armario de cultivo
la temperatura se controlé con una unidad de aire acondicionado y ventiladores,
oscilando entre 21 y 30 °C. La iluminacién del armario se obtuvo con tubos
fluorescentes de luz fria, obteniendo niveles de iluminacién entre 3257 y 4372 Ix y PAR
entre 99,0 y 143,3 pmol m? s, La duracién de los cultivos fue de 30 dias antes de

evaluarlos y transferirlos a medio {resco.

2.2.4. Disefios experimentales y recoleccién de datos

2.2.4.1. Diseiio factorial completo

Se usé un disefio factorial completo para estudiar el efecto de la edad foliar, y la adicién
de PVP y CA. Los discos foliares se clasificaron en tres grupos segiin la edad de las
hojas que les dieron origen (jévenes pequefias de color rojizo o verde oscuro; jévenes

medianas de color verde oscuro; y maduras grandes de color verde) y se repartieron en




15

placas con o sin 1 g/LL de PVP, y con o sin 1 g/L de CA (medios la—d). Después de 10
dias de cultivo in vitro en la incubadora de cultivo, se tomaron fotograffas digitales de
las placas y, con el programa ImageJ 1.43u (Rasband, 1997-2011), se midi6 el perimetro
circular relativo de cada disco foliar, ademds de anotar la presencia de callo.

Para estudiar los efectos de 1) la concentracién de sacarosa (0, 15, y 30 g/l), 2)
el tipo de medio nutritivo (MS y WPM) y su concentracién (0,5 y 1,0 veces lo
recomendado), y 3) la concentracién de BAP (1,115 2,22, y 4,44 uM) ¢ IBA (0,46; 1,47,
y 2,46 uM), se utiliz6 en cada caso un disefio factorial completo, y se repitié una vez en
cada lugar de cultivo (incubadora y armario). Cada repeticién del disefio se analiz6 por
separado (i.e. el lugar de cultivo no fue un factor de bloque) debido a que los discos
foliares de cada repeticién no provenian del mismo grupo de hojas. Los medios de
cultivo de cada experimento fueron: 3a—c, concentracién de sacarosa; 4a—d, tipo y
concentracién del medio de cultivo; y 5a-i concentracién de BAP e IBA. Después de 30
dias de cultivo in vitro, se tomaron fotograffas digitales de cada disco foliar bajo lupa, y

se midi6 con ImageJ el drea de callo como una medida de la cantidad relativa de callo.

2.2.4.2. Diseiio factorial fraccional

Se usé un disefio factorial fraccional de Plackett-Burman (PBD, Tabla III) para estudiar
el efecto de variar seis factores exdgenos (sacarosa, BAP, citrato, pH, MS y lugar de
cultivo; Tabla IV) (Barrentine, 1999; Nuri Nas et al, 2005). Para cada tratamiento se
utilizaron tres placas (réplicas) con 12 discos foliares cada una. Después de 30 dias de
cultivo in vitro se calculd la proporcién de discos foliares con callos y la proporcion de

discos foliares con estructuras similares a primordios de brotes.
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Tabla ILL. Disefio de Plackett-Burman utilizado en el andlisis exploratorio.
Corrida Medio A B C D E F

2* - + -

2b -
2c
2d
2e
2f
2g -
2h - -
Aliasess -BD -AD -AG -AB -AF -AE  -AC
-CG —CE -BE -CF -BC -BG -BF
—EF -FG -DF -EG -DG —CD -DE

! Corresponden a las interacciones que podrian ser causa de lo que aparentemente es un efecto principal.
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Tabla IV. Factores modificados y sus niveles en el anélisis exploratorio.

Factor Variable Nivel bajo (-) Nivel alto (3)
A Sacarosa 15 g/l 30 g/L.
B BAP 222 pM (0,5 mg/L) 4,44 uM (1,0 mg/L)
C Citrato 0 mM 0,5 mM
D Ph 5.8 6,3
E Dummy Indiferente Indiferente
F MS 0,5 (2,215 g/L)) 1,0 (4,430 /L)
G Lugar de cultivo Incubadora Armario

2.2.4.3. Diseiio en bloques

Para estudiar los efectos de la polaridad y nervacién foliar se utilizé un disefio en
bloques (Taucher, 1997). Para esto, los discos foliares se clasificaron en cuatro
categorfas segiin su polaridad foliar (i.e. si procedia de la base o el dpice de la hoja) y la
presencia o ausencia de nervadura principal, para luego mantenerlos en ocho
condiciones de cultivo diferentes (bloques) correspondientes con las de las ocho corridas
del PBD. Después de 30 dias de cultivo in vitro en cada placa se les asign6 2 cada tipo
de discos foliares un puntaje en base al crecimiento de callo y la formacién de

estructuras similares a brotes.
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2.2.5. Anilisis estadisticos

Los andlisis estadfsticos se realizaron en el programa R 2.12.2 (R Development Core
Team, 2011). El PBD se analizé siguiendo las instrucciones de Barrentine (1999). El
disefio en bloques se analizé con la prueba de andlisis de la varianza (ANOVA) no-
paramétrico de Friedman (funcién friedman.te st). Los resultados del resto de los
disefios experimentales s¢ modelaron como modelos lineales generalizados (GLM) con
la funcién glm y se analizaron con un ANOVA usando la suma de cuadrados tipo III
para modelos no balanceados (funcién Anova del paquete car (Fox & Weisberg, 2011)),
seguido de comparaciones muiltiples a posteriori mediante la prueba de diferencia
significativa honesta de Tukey (Sokal & Rohlf, 1981; funcién TukeyHSD).

Los supuestos estadisticos de cada GLM se evaluaron con pruebas formales y
grificos de diagnéstico. El supuesto de normalidad de los residuos se evalud con la
prueba de Shapiro-Wilk (funcién shapiro.test), mientras que ¢l supuesto de
homocedasticidad se probé con la prueba de Levene (funcién leveneTest del paquete
car). Los grificos de diagndstico se obtuvieron con la funcién plot.glnm. diag (del
paquete SMPracticals (Davison, 2009)). En caso de que los supuestos se violasen,
se usaron transformaciones habituales de la variable original para cumplirlos, eligiendo
cual utilizar en base al algoritmo de Box-Cox (Sokal & Rohlf, 1981; funcién boxcox
del paquete MASS (Venables & Ripley, 2002)). Si la transformacién no solucionaba esto,
entonces se procedié a eliminar datos sospechosos de ser andémalos y causar la violacién.

El nivel de significacién (&) elegido fue de 0,05. En los ANOVA paramétricos, la

importancia biolégica de cada factor se evalud en base al tamafio de su efecto 'y nzp).




3. RESULTADOS
3.1. Contaminacion in vitro.
Los contaminantes biolégicos aparecieron durante la primera semana del cultivo in vitro.
Los contaminantes aparentemente bacterianos crecieron como pequenas colonias sobre
el medio de cultivo o los discos foliares (Figura 1 A-D). Mientras que los contaminantes
fingicos crecieron desde los discos foliares o el borde de las placas de Petri cuya cinta
parafilm se rasgé, y se reconocieron por presentar colonias de textura algodonosa o

aterciopelada, con hifas observables bajo lupa estereoscopica, y en algunos casos por

formar y acumular exudados ademds de producir pigmentos (Figura 1 E-G).

Figura 1. Contaminantes microbianos del cultivo in vitro. (A) Vista general de la contaminacion
bacteriana (didmetro placa = 145 mm). B — D: Ampliacién de diferentes hébitos de crecimiento de la
contaminacién bacteriana. E — F: Vista general de la contaminaci6n fingica (didmetro placa = 94 mm).
(G) Ampliacién del crecimiento fiingico inicial; la flecha indica una herida del disco foliar desde la cual
extruyen hifas.
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El Laboratorio de Microbiologia de la Faculiad de Cs. Agrondmicas, mediante
observacién microscoépica de conidias y uso de referencia especializada (Barmett &
Hunter, 1998), logré identificar entre los contaminantes fiingicos recurrentes los siguientes
géneros de hongos filamentosos: Alternaria, Cladosporium, Fussarium, Penicillium,
Trichoderma, y Ulocladium. De estos, s6lo Cladosporium 'y Penicillium crecieron en
medios expuestos a corrientes de aire dentro del laboratorio; mientras que el resto se
originé desde los discos foliares.

La inclusi6n de fungicidas en la desinfeccién no previno el crecimiento de hongos,
por lo que se opté por utilizar hojas de plantas de laboratorio como fuente de discos
foliares, siendo este cambio efectivo y suficiente para prevenir el crecimiento de hongos,
por lo que se decidio. omitir el lavado con fungicidas. Por otro lado, el crecimiento de

bacterias se previno efectivamente al afiadir 100 mg/L de cefotaxima al medio de cultivo.

3.2. Efecto de la edad foliar y aditivos.

i)espués de 10 dias, los discos foliares de plantas de laboratorio crecidos en medios sin
AC produjeron callos verdes en sus bordes, mientras que los discos en medios con AC
no produjeron callos. Esto era esperado, pt.ero no deseado, ya que el AC absorbe los
compuestos orgdnicos sin distinguir inhibidores de promotores del cultivo. Lo observado
indica que 1 g/LL AC serfa suficiente para reducir el efecto promotor de 4,44 uM BAP +
2,46 pM IBA. Los discos de hojas jévenes crecieron més que los de hojas més maduras,
independiente de la presencia de AC en el medio de cultivo (Figura 2), siendo
consistente con la tendencia de que los tejidos jévenes crecen més en el cultivo in vitro.

La edad fisiolégica de la hoja que dio origen al disco foliar fue el factor mds importante
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en el crecimiento de los discos, seguido de la adicion de AC (Tabla V). La adicién de

PVP no afect6 al grado de oxidacién de los discos foliares (datos no mostrados).
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Figura 2. Efecto de la edad foliar y la adicion de carbén activado y polivinilpirrolidona en el
crecimiento de discos foliares. (A) Las hojas usadas como fuentes de discos agrupadas en tres categorias
segiin su edad fisiolégica (siendo 1 un trio de hojas jovenes, 2 un par de hojas medio-j6venes, y 3 una hoja
madura). (B) Perimetro circular del disco foliar (unidades relativas, U.R.) en funcién de la edad foliar (eje
horizontal) y la presencia o ausencia de carbén activado (AC, barra oscura) y la presencia o ausencia de
polivinilpirrolidona (PVP, barra achurada). La altura de cada barra y el largo de cada barra de error
indican el promedio y %1 error estdndar del perfmetro circular del disco foliar para cada tratamiento. El
nimero de datos por tratamiento estd indicado en cada barra. El factor PVP se omitié en las
comparaciones multiples de los tratamientos por no ser significativo; los pares de tratamientos con letras
diferentes tienen promedios significativamente diferentes (pruebas de Tukey, p < 0,05). (C) Fotografias de
discos foliares de hojas de las tres categorfas de edad fisiolégica en medios con y sin AC y con PVP,
después de 10 dias de cultivo in vitro en la incubadora de cultivo (barra = I cm).
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Tabla V. Tabla de ANOVA del efecto de la edad foliar y aditivos (AC y PVP) sobre

. . . . . . . 1
el crecimiento de discos foliares en cultivo in vitro.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F P 2 5
variacion libertad cuadrados medios U p
Edad (E) 2 88,659 44,330 11530 <22x10™ 0,64 0,78
AC (O) 1 22,744 22,74 59,155  1,032x10" 0,16 0.48
PVP (P) 1 0,001 0,001 0,0027 0,95845 <0,01 < 0,01
ExC 2 1,467 0,734 1,9083 0,15655 0,01 0,06
ExP 2 0,149 0,075 0,1940 0,82415 < 0,01 0,01
CxP 1 1,282 1,282 3,3355 0,07239 0,01 0,05
ExCxP 2 0,184 0,092 0,2395 0,78771 <0,01 0,01
Error 65 24,991 0,384 s = 0.18 -
Total 76 139,48 1,835 s - 1 -

' Datos de perimetro circular relativo del disco foliar transformados con la funcién reciproco (i.e. 1 / X).

Después de 30 dias de cultivo in vitro, los discos foliares en medios con AC se

mantuvieron verdes en caso de provenir de hojas jévenes, o se oxidaron cuando

provenian de hojas adultas, mientras que los discos foliares en medios sin AC sdlo se

tornaron més palidos (Figura 3). Todos los discos foliares crecidos en medios con y sin

AC, al ser cambiados a medios sin y con AC respectivamente, se oxidaron dentro de las

dos semanas siguientes al cambio de medio (datos no mostrados).

Discos de hojas adultas

Discos de hojas jovenes

Figura 3. Efecto prolongado del carbén activado y la edad del disco foliar. Fotografias tomadas
después de 30 dias de cultivo in vitro (barra = 1 cm). Nota: los discos foliares se cambiaron desde medio
ce cultivo sin AC a medio de cultivo con AC y viceversa el mismo dia en que se tomo las fotografias, por

ello la discrepancia de color del medio.
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3.3. Anlisis exploratorio de factores exégenos.
Después de 30 dias de cultivo in vitro, se observaron discos foliares con callo ¥
estructuras parecidas a primordios de brote sélo en los medios colocados en la
incubadora de cultivo (Figura 4 A y B). Debido a esto, el lugar de cultivo se consideré
un factor importante en la generacién de resultados no-nulos en el cultivo in vitro.
Reflejando lo anterior, el andlisis de PBD reveld que el lugar de cultivo afecta la
obtencién de discos con callo o estructuras parecidas a primordios de brote (tanto en
escala, Figura 4 C y D; como en su variabilidad, Figura 4 E y F). Otros factores que
tuvieron un impacto significativo fueron las concentraciones de BAP y MS, siendo 2,22
BAP y 0,5 MS promotores de la obtencién de discos con callos y estructuras parecidas a
primordios foliares (Figura 4 C y D). A su vez, estas concentraciones también afectarian
la variabilidad de los resultados, aumenténdola al usar 2,22 BAP y 0,5 MS (Figura 4 F).
A los 60 dfas de cultivo, las estructuras parecidas a brotes continuaron creciendo,
siendo verdes y de textura rugosa (Figura 5). Estos discos se mantuvieron por mds de
150 dias, con recambios a medio fresco cada 30 dias, pero se oxidaron progresivamente,

empezando por la hoja, luego el callo, y finalmente sus estructuras organizadas.

3.4. Efecto de la polaridad foliar.

Los resultados entre los medios de cultivo usados en el PBD fueron diferentes entre sf,y
similares con los que se obtuvieron al explorar el efecto de diferentes factores exégenos.
Para no considerar el efecto del medio, y enfocarse en el efecto de la polaridad foliar, se
asignaron rangos a cada categorfa de polaridad foliar dentro de cada medio de cultivo

segiin la cantidad de callo y la presencia de estructuras parecidas a primordios de brotes.
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El andlisis de los resultados confirmé la observacion de que no hubieron
tendencias en los resultados para cada tipo de disco foliar (coeficiente de concordancia
de Kendall = 0,094). No se hall6 evidencia de un efecto de la polaridad del disco foliar y
la presencia de venas principales sobre los resultados del cultivo in vitro (prueba de

Friedman, x %3 =2,26; p=0,52).
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Figura 4. Anilisis de los resultados del disefio de Plackett-Burman. A-B: Proporcién de discos foliares
con (A) callo y con (B) estructuras parecidas a primordios foliares (“brotes™), después de 30 dias de cultivo in
vitro para cada corrida del disefio de Packett-Burman (PBD, Tabla III). En cada corrida se usaron tres
repeticiones con 12 discos foliares. Las barras de error indican el intervalo de confianza del 95% exacto para
la proporcién resultante de juntar las repeticiones. C~F: Magnitud del efecto de cada factor de la Tabla IV
sobre (C y D) el promedio y (E y F) la razén de varianzas de la proporci6n de discos con (C y E) callo y con
(D y F) estructuras parecidas a brotes. Barras de color naranjo indican que el “nivel bajo” del factor aumento
el promedio o la razén de varianzas; las azules indican que fue el “nivel alto”. Factores y niveles bajo y alto
(Tabla IV): A, sacarosa (15 — 30 g/L); B, BAP (2,22 — 4,44 uM); C, citrato (0 — 0,5 mM); D, pH (5,8 - 6,8);
E, dummy; F, MS (0,5 — 1,0); G, lugar de cultivo (incubadora, armario). La linea discontinua indica el limite
de deteccién para el nivel de significacién 0,05. En este andlisis la proporcion de cada repeticién se trabajo
como una variable aleatoria continua. 1oo: en E y F la razén de varianza para el factor G no puede graficarse
porque su denominador fue 0 (cero), y un nimero dividido por cero no estd definido en los nimeros reales.
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Figura 5. Estructuras parecidas a primordios foliares. A y B: Fotografias de un disco foliar después de 60
dias de cultivo in vitro, se pueden observar estructuras organizadas parecidas a primordios foliares (aumento
de lupa estereoscépica fijado en 0.65X y 1.00X). C-E: Fotografias de estructuras organizadas en otros discos
foliares después de 60 dias de cultivo in vitro (aumentos de la lupa estereoscépica fijados en: 0.65X, 1.00X,
1.25X, 4.00X, 4.00X, 5.00X). Note la pigmentacién rojiza en E.

3.5. Efecto de la concentracion de sacarosa.

Todos los discos foliares presentaron algin grado de deformacién durante el cultivo in
vitro. Independiente del lugar de cultivo, los discos foliares colocados en medios sin
sacarosa se doblaron levemente, cerrandose hacia la cara abaxial, mientras que los
discos foliares colocados en medios con sacarosa se doblaron cerrdndose hacia su cara
adaxial, siendo mds pronunciado en el medio con 15 g/L de sacarosa (Figuras 6 y 7). En
la incubadora de cultivo, los discos foliares colocados en medios sin sacarosa se
tornaron pilidos y empardecieron (Figura 6). Esto contrasta con lo ocurrido en el
armario de cultivo, donde los discos foliares en medios sin sacarosa sélo palidecieron y

los colocados en medios con 30 g/L de sacarosa se volvieron pardos (Figura 7).
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El crecimiento de callo ocurrié desde los bordes de los discos foliares, y fue
visiblemente menor en medios sin sacarosa. Al analizar el drea de callo de fotografias
digitales de cada disco foliar se observa que el crecimiento de callo fue mayor en medios
con 15 g/L de sacarosa en lugar de 30 g/L, y fue casi nulo en ausencia de sacarosa
(Figura 8). Excluyendo del andlisis el nivel de concentracién 0 g/L de sacarosa, el
ANOVA reveld en ambas condiciones (incubadora y armario de cultivo) la significacion
estadistica del factor sacarosa (Tabla VI y Tabla VII). En ambos casos el tamaiio del
efecto de la concentracién de sacarosa fue grande (0,40 y 0,60). Cuando los discos
foliares se mantuvieron en la incubadora de cultivo en medios con 15g/L de sacarosa, el
4rea de callo aument6 en promedio entre un 95 y un 202% relativo al promedio obtenido
en 30 g/L de sacarosa (intervalo de confianza del 95%). Este aumento fue menos
pronunciado cuando los discos foliares se mantuvieron en el armario de cultivo, siendo

entre un 50 y un 167% (intervalo de confianza del 95%).

Sacarosa

15 gL

Figura 6. Discos foliares crecidos en medios con diferente concentracion de sacarosa dentro de la
incubadora de cultivo. Fotografias tomadas con lupa estereoscdpica con aumento fijado en 0.65X.
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Sacarosa 15 dias 30 dias

0gL

30 g/L

Figura 7. Discos foliares crecidos en medios con diferente concentracién de sacarosa dentro del
armario de cultivo. Fotograffas tomadas con lupa estereoscépica con aumento fijado en 0.65X.
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Figura 8. Efecto de la concentracién de sacarosa y el lugar de cultivo sobre el crecimiento de callo en
discos foliares. Cantidad de callo (unidades relativas, U.R.) en funcién de la concentracién de sacarosa
(eje horizontal) y el lugar de cultivo (incubadora, A; armario, B). Las barras de error indican el promedio
+1 error estdndar para cada tratamiento. El niimero de datos por tratamiento estd indicado en cada barra,
excepto para los de 0 g/L, en los que hubo 12 datos en cada uno. Se excluyeron del andlisis los
tratamientos de 0 g/L de sacarosa. Los tratamientos, dentro de cada lugar de cultivo (y no entre ellos), con
letras diferentes tienen promedios significativamente diferentes (pruebas de Tukey, p < 0,05).
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Tabla VI. Tabla de ANOVA del efecto de la sacarosa en el crecimiento de callo de
discos foliares en la incubadora de cultivo.

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados E 2 2
variacién libertad cuadrados medios » d np
Sacarosa 1 2.8534x107  2,8534x10”° 33428  9,7x10° 0,61 0,61
Error 21 1,7926x10'%  8,5360x10%° - - 0,39 -
Total 22 4.6460x10" - - - i -

Tabla VIL Tabla de ANOVA del efecto de Ia sacarosa en el crecimiento de callo de
discos foliares en el armario de cultivo.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados R 2 2
variacion libertad cuadrados medios p i e
Sacarosa 1 1.3806x107 1,3896x10" 14,911  845x10°* 0,40 0,40
Error 22 2,0503x10'2  9,3193%10™ - - 0,60 -
Total 23 3,4399x10" - - - 1 -

3.6. Efecto del medio de cultivo y su concentracion.

A los 30 dias de cultivo in vitro, todos los discos foliares colocados en medios de cultivo
con 1,0 MS se oxidaron independiente del lugar de cultivo en el que se hallaban, y
fueron los discos que menor cantidad de callo produjeron (Figuras 9, 10 y 11). Por otro
lado, Ios discos colocados en medios con 0,5 MS se oxidaron en menor cantidad y
produjeron mds callo en sus bordes que los discos colocados en medios con 1,0 MS.

Los mejores resultados se obtuvieron con los discos foliares colocados en medios
de cultivo con WPM, los cunales presentaron una mayor cantidad de callo y un menor
grado de oxidacién al ser comparados con los discos cultivados en medios con MS
(Figuras 9 y 10). Sin embargo, la cantidad de callo como respuesta a la concentracion de
WPM fue dependiente del lugar de cultivo, invirtiéndose la concentracién mds favorable

dependiendo del lugar (Figura 11).
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Figura 9. Discos foliares crecidos ert medios basales nutritivos diferentes dentro de la incubadora de
cultivo. Fotografias tomadas después de 30 dias de cultivo in vitro con lupa estereoscdpica con aumento
fijado en 0.65X. Concentracién del medio en relaci6n a la estandar.

MS WPM

Concentracion

1.0

Figura 10. Discos foliares crecidos en medios basales nutritivos diferentes dentro del armario de
cultivo. Fotografias tomadas después de 30 dias de cultivo in vitro con lupa estereoscdpica con aumento
fijado en 0.65X. Concentracién del medio en relaci6n a la estandar.
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Figura 11. Efecto del medio basal nutritivo y el lugar de cultivo sobre el crecimiento de callo en
discos foliares. Cantidad de callo (unidades relativas, U.R.) en funcién del medio basal nutritivo (eje
horizontal) y el lugar de cultivo (incubadora, A; armario, B). Las barras de error indican el promedio %1
error estdndar para cada tratamiento. El nimero de datos para todos los tratamientos fue 12. Los
tratamientos, dentro de cada lugar de cultivo (y no entre ellos), con letras diferentes tienen promedios
significativamente diferentes (pruebas de Tukey, p < 0,05).
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El andlisis de los resultados confirmé la significancia e importancia del factor
medio de cultivo independiente del lugar de cultivo (Tablas VIII y IX). La importancia
del medio de cultivo parecié disminuir un poco cuando se trabajé en el armario de
cultivo. Sin embargo, las comparaciones a posteriori indicaron que, tanto en la
incubadora como en el armario de cultivo, los resultados de los tratamientos 0,5 WPM y
1,0 WPM no fueron significativamente diferentes (prueba de Tukey, p = 0,351 en la
incubadora y p = 0,051 en el armario de cultivo). En el armario de cultivo la diferencia
entre los resultados de los tratamientos 0,5 MS y 0,5 WPM tampoco fue significativa
(prueba de Tukey, p = 0,571). El resto de las diferencias, para cada lugar de cultivo,

fueron estadisticamente significativas (prueba de Tukey, p < 0,05).

Tabla VIIL. Tabla de ANOVA del efecto del medio basal nutritivo en el crecimiento
de callo de discos foliares en la incubadora de cultivo.!
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados 2

2
variacién libertad cuadrados medios F P i e
Medio 3 5858876 1952958,8 56,248 4.2x10™" 0,79 0,79
Error 44 1527709 34720,65 - - 0,21 -
Total 47 7386585 - - - 1 -

TDatos de cantidad relativa de callo transformados con Ia funcién rafz cuadrada (i.e. VX).

Tabla IX. Tabla de ANOVA del efecto del medio basal nutritivo en el crecimiento
de callo de discos foliares en el armario de cultivo.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F P 2 2
variacién libertad cuadrados medios 7 e
Medio 3 34301x107  1,1464x107 32,583  3,0xi0™' 0,69 0,69
Error 44 1,5481x10"  3,5183x10" - - 0,31 -

Total 47 4,9871x10" - - - 1 -
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3.7. Efecto de Ia concentracion de BAP e IBA.

Después de 30 dias de cultivo in vitro los discos foliares en medios con 1,11 M de BAP
no tuvieron un crecimiento considerable de callo en la incubadora de cultivo (Figura 12)
o s¢ oxidaron en el armario de cultivo (Figura 13). El resto de los discos foliares
crecidos en medios con 2,22 y 4,44 pM de BAP mostraron un crecimiento de callo
observable a simple vista, siendo considerablemente mayor en la incubadora de cultivo
(Figuras 12 y 13). Al comparar el efecto de estas dos concentraciones de BAP para una
misma concentracién de IBA, en cuatro de las seis comparaciones se produjo mds callo
con 4,44 uM que con 2,22 pM de BAP (Figura 14).

Las tres concentraciones estudiadas de IBA produjeron callos (Figuras 12 y 13).
Teniendo en consideracién el efecto de BAP sobre el crecimiento de callo, el efecto de
IBA fue, en tres de cuatro condiciones, independiente y aditivo, aumentando el
crecimiento de callo al aumentar la concentracién de IBA (Figura 14). La condicién que
fue la excepcién a lo anterior fue cuando los discos se mantuvieron en la incubadora de
cultivo y la concentracién de BAP fue 4,44 M, caso en el que la respuesta pareci6
homogénea para las tres concentraciones de IBA.

Excluyendo los tratamientos con 1,11 pM de BAP, el ANOVA de dos vias indico
un efecto significativo para las hormonas en los dos lugares de cultivo (Tablas Xy XI).
El an.zilisis también confirmé una interaccién significativa entre BAP e IBA en la
incubadora de cultivo (Tabla X). En el caso de la incubadora de cultivo, los factores IBA
y la interaccién IBA BAP fueron los mds importantes, explicando en conjunto un 48%
de la variabilidad total observada. Por otra parte, en ¢l caso del armario de cultivo, el

factor IBA explicé por si solo un 54% de la variabilidad total observada.
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Figura 12. Discos foliares crecidos en medios con diferente concentracién de hormonas dentro de la
incubadora de cultivo. Fotografias tomadas después de 30 dias de cultivo in vitro con lupa estereoscépica con
aumento fijado en 0.65X.

Tabla X. Tabla de ANOVA del efecto de la concentracion de hormonas en el

. . . . . . 1
crecimiento de callo de discos foliares en la incubadora de cultivo.

Suma de

Cuadrados

Fuente de Grados de P 2 2
variacion libertad cuadrados medios P " o
BAP 1 8.6371x10°  8,6371x10° 18,267 6,7x10° 0,12 0,23
IBA 2 1,7916x10%7  8,9579x10%° 18,945 3,8x107 0,25 0,38
BAP x IBA 2 1,6679x10°7  8,3394x10™ 17,637 8,6x107 0,23 0,36
Error 62 2,0316x1077  4,7283x10% - . 0,40 .
Total 67 7.2547%x10% = - - 1 -

I Datos de cantidad relativa de callo transformados con la funcién potencia cuadritica (i.e. Xl).
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Figura 13. Discos foliares crecidos en medios con diferente concentracién de hormonas dentro del
armario de cultivo. Fotografias tomadas después de 30 dias de cultivo in vitro con lupa estereoscpica con
aumento fijado en 0.65X.

Tabla XI. Tabla de ANOVA del efecto de la concentraciéon de hormonas en el
crecimiento de callo de discos foliares en el armario de cultivo.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados )

variacion libertad cuadrados medios H p U e
BAP 1 718.795 718.795 21,693 1,9x107 0,12 0,27
IBA 2 3.313.478 1.656.739 49,999 2.4x10™" 0,54 0,63
BAP x IBA 2 151.690 75.845 2,289 0,1105 0,02 0,07
Error 58 1.921.841 33.135 - - 0,32 -
Total 63 6.105.803 - - - ] -

I Datos de cantidad relativa de callo transformados con la funcién raiz cuadrdtica (i.e. VX).
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Las comparaciones miltiples a posteriori dividieron a los tratamientos en tres
grupos para los resultados obtenidos en la incubadora de cultivo, mientras que para los
resultados obtenidos en el armario de cultivo se obtuvieron cinco grupos de tratamientos

(Figura 14).
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Figura 14. Efecto de la concentracién de las hormonas y el lugar de cultivo sobre el crecimiento de
callo en discos foliares. Cantidad de callo (unidades relativas, U.R.) en funcién de la concentracién de
BAP (eje horizontal) e IBA (barras de colores) y el lugar de cultivo (incubadora, A; armario, B). Las
barras de error indican el promedio %1 error estdndar para cada tratamiento. El nimero de datos por
tratamiento estd indicado en cada barra, excepto para los de 1,11 pM de BAP, cuyo niimero de datos fue
12 para las tres concentraciones de IBA en la incubadora de cultivo, y 9 y 11 para los tratamientos de 0,49
UM y los dos restantes de IBA. Se excluyeron del andlisis los tratamientos de 1,11 uM de BAP. Los
tratamientos, dentro de cada lugar de cultivo (y no entre ellos), con letras diferentes tienen promedios
significativamente diferentes (pruebas de Tukey, p < 0,05).
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En pocos discos foliares (~7%), de los crecidos en medios de cultivo con 2,22 0
4,44 uM de BAP, se observé que un grupo de células del callo se pigmentaron de color
rojizo (Figura 15). En menos discos foliares, se observaron estructuras parecidas a
primordios de brote o indicios de un aparente inicio de morfogénesis, las cuales
presentaron o no pigmentacion rojiza (Figura 16). Estos casos ocurrieron en los medios
“e” (2,22 uM de BAP + 1,47 uM de IBA), “f” (2,22 uM de BAP + 2,46 uM de IBA),

“h” (4,44 uM de BAP + 1,47 uM de IBA) e “i” (4,44 uM de BAP + 2,46 uM de IBA).

Figura 15. Pigmentacién celular en callos de discos foliares. (A) En un grupo de células cristalinas que
crecen sobre una vena de un disco foliar se pigmentan de color rojizo dos células (aumento de un disco
foliar crecido en medio “f” durante 15 dias dentro de la incubadora de cultivo). (B) Algunas de las células
del callo que crece en el borde de un disco foliar se pigmentan de color rojizo (aumento de un disco foliar
crecido en medio “i” durante 15 dias dentro del armario de cultivo). (C) Varias células de un callo que
crece en el borde de un disco foliar se pigmentaron de color rojizo (aumento de un disco foliar crecido en
medio “i” durante 30 dias dentro del armario de cultivo). (D) Un grupo de células rojizas crece sobre el
callo que crece en el borde de un disco foliar; pueden observarse dos estructuras organizadas (sefialadas

con flechas negras) (aumento de un disco foliar crecido en medio “e” durante 30 dias dentro del armario
de cultivo). Arriba de cada fotografia se sefiala el aumento fijado en la lupa estereoscopica.
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Figura 16. Estructuras organizadas en callos de discos foliares. (A) Estructura con pigmentacion rojiza
parecida a un meristema apical (aumento de un disco foliar crecido en medio “f" durante 30 dias dentro
del armario de cultivo). (B) Estructura con leve pigmentacién rojiza parecida a un meristema apical
(aumento de un disco foliar crecido en medio “e¢” durante 30 dias dentro de la incubadora de cultivo). (C)
Estructuras sin pigmentacién rojiza con forma similar a un meristema apical (arriba) o forma globosa
(abajo) (aumento de un disco foliar crecido en medio “i” durante 30 dias dentro de la incubadora de
cultivo). (D) Estructura sin pigmentacién rojiza y de forma lanceolada (aumento de un disco foliar crecido
en medio “h” durante 30 dias dentro de la incubadora de cultivo). Arriba de cada fotografia se sefala el
aumento fijado en la lupa estereoscépica, que en este caso fue el mismo para todas (2.5X).




4. DISCUSION
4.1. Desarrollo morfolégico — callos y estructaras organizadas
La respuesta més frecuente de los discos foliares al cultivo in vitro fue el crecimiento de
callo. Las células que originan el callo pueden ser parenquimdticas, de la regién sub-
epidérmica, tal como ocurre en cotiledones (Varshney et al, 2011). Estas células
parenquimdticas, a través de las heridas abiertas, originan los callos en los bordes de los
discos foliares.

En todos los experimentos se observé que las células de los callos fueron
transhicidas blanquecinas o verdes, coincidiendo con la descripcién en los reportes de
callos de J. curcas (e.g. Rajore & Batra, 2007), mientras que en unos pocos casos umn
grupo’de células se pigmentaron de color rojizo. Estudios realizados de organogénesis
desde discos foliares de J. curcas no han encontrado aparicién de células pigmentadas
de color rojizo. Por el contrario, Prabakaran & Sujatha (1999) reportan haber observado
greas de color rojo en callos foliares de J. tanjorensis durante la primera semana de
cultivo in vitro, 4reas a partir de las cuales surgieron brotes después de la cuarta semana.
La pigmentaci6én rojiza observada en algunos callos y estructuras organizadas podria
estar relacionada con que algunas de las hojas provenfan de plantas cuyas hojas jovenes
son de color rojizo (como las de la Figura 2A), pero para probar esta hipdtesis se
necesitarian realizar estudios con seguimientos controlados.

Pese a que se observaron estructuras organizadas, ninguna de estas se desarrolld
como un brote normal dentro del tiempo de duracién de los experimentos, Cuando estas

se separaron para ser sub-cultivadas en otros medios murieron oxidadas (datos no

36




37

mostrados). El desarrollo incompleto del 6rgano puede deberse a que los componentes
del medio no eran los indicados, mientras que la muerte de las estructuras al ser sub-
cultivadas se podria deber a la liberacién de compuestos fenélicos al momento de cortar
y separar las estructuras desde sus explantes originales (Pierik, 1990).

La poca frecuencia de estructuras organizadas en los iltimos experimentos no
significa que los discos foliares no hayan tenido una respuesta morfogénica ante los
tratamientos. Avilés et al (2009), trabajando con nogal (Juglans regia L.), hallaron zonas
meristematicas en cortes histolégicos de callos foliares que macroscépicamente no
mostraban indicios de organogénesis. Por lo anterior, se recomienda recurrir a esta
técnica cuando no se puedan observar estructuras macroscépicas asociadas a
organogénesis, ademds de que permitirfa eventualmente determinar el origen de los
érganos que se obtengan mediante micropropagacién (Varshney et al, 2011).

En las siguientes secciones se discuten los posibles roles de los diferentes
factores en el cultivo in vitro. La primera secci6n discute el efecto de las condiciones del
material vegetal que se desea micropropagar y el lugar dénde se realizard, mientras que

la segunda seccidn discute el efecto de variar los componentes del medio de cultivo.

4.2, Material vegetal y condiciones para el cultivo ir vitro

4.2.1. Contaminantes microbianos

El crecimiento de bacterias fue controlado al utilizar 100 mg/L de cefotaxima. El uso de
este antibidtico en el cultivo in vitro de J. curcas ha sido reportado por Li et al (2008),
para eliminar a Agrobacterium después de su co-cultivacién con cotiledones, resultando

inocuo para el tejido vegetal y su capacidad de regeneracion hasta la concentracion de
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250 mg/L. Por otro lado, Misra et al (2010a) reportan haber utilizado wna mezcla de
amoxicilina y 4cido clavuldnico para prevenir el crecimiento de una bacteria endofita
identificada como Enterobacter ludwigii.

El crecimiento de hongos se previno utilizando plantas cultivadas en el
laboratorio como fuente del material vegetal. La contaminacién fiingica recurrente al
utilizar plantas de campo pudo deberse a que los discos foliares portaban una carga
fiingica superior a la que el tratamiento de desinfeccion pudo contrarrestar, o a que esta
carga estuvo inaccesible para los desinfectantes superficiales utilizados. Esto iltimo
puede ocurrir cuando los microbios se encuentran al interior de los tejidos de la planta
(i.e. enddfitos), y s6lo se observan macroscépicamente cuando se colocan en contacto
con el medio nutritivo (Pierik, 1990). Estos microbios, independientemente de si son o
no patégenos in vivo, se vuelven entonces perjudiciales en el cultivo ir vitro al competir
por nutrientes y superar en crecimiento al explante (Cassells, 2011).

De los contaminantes fiingicos identificados, Alternaria y Fussarium han sido
descritos como fitopatogenos que pueden afectar negativamente a J. curcas (Erazo
Lépez, sin fecha). Li et al (2005) reportan haber aislado dos cepas endofiticas de
Alternaria a partir de tejidos saludables de J. curcas. Trichoderma es comin en suelos y
raices, y puede ser tanto una amenaza oportunista para la planta en campo o un aliado
como bio-controlador de hongos patégenos (Harman et al, 2004). Por ultimo, el
monitoreo de los contaminantes presentes en el ambiente del laboratorio ayuda a
determinar en que casos se estd enfrentando a un contaminante propio del o externo al
material vegetal con que se trabaja, e.g. en este trabajo se encontré que Cladosporium y

Penicillium fueron contaminantes introducidos externos al material vegetal.
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4.2.2. Condiciones ambientales del lagar de cultivo

Durante la realizacién de este trabajo se conté con la disponibilidad de dos lugares de
cultivo: una incubadora y un armario. Debido a restricciones logisticas se tuvo que
recurrir a acondicionamientos diferentes que resultaron en lugares de cultivo de
diferentes caracterfsticas. La ventaja de la incubadora de cultivo fue el control preciso de
la temperatura de cultivo, mientras que su debilidad era su reducido espacio para
mantener varios experimentos simultdneamente. Por otro lado, el armario de cultivo tuvo
la ventaja de tener un espacio mucho mayor que permitia mantener més experimentos en
paralelo, pero con la desventaja de presentar variaciones de temperatura diaria y
posiblemente dependientes de la temperatura del laboratorio.

Segiin el andlisis del disefio de Plackett-Burman, €l lugar de cultivo fue uno de
los factores mds influyentes en las proporciones de discos foliares con callos y brotes, lo
cual se observé a simple vista al notar que ninguno de las placas colocadas en el armario
de cultivo en esa ocasién respondieron al cultivo in vitro. En los experimentos que le
siguieron, si se obtuvieron resultados, siendo en ocasiones de magnitudes similares a los
obtenidos en la incubadora de cultivo.

Los reportes sobre organogénesis desde discos foliares de J. curcas revisados
reportan temperaturas de cuitivo entre 23 y 28 °C, fotoperfodos de 16 horas luz y 8 horas
de oscuridad, y PAR entre 25 y 60 pmol m? s (e.g. Khurana-Kaul et al, 2010; Misra et
al, 2010a). Comparados con los valores obtenidos en este trabajo, parece ser que el
armario de cultivo tenfa més iluminacién de la necesaria (de 99 a 143 pmol m? s™), lo
que junto a la amplia variacién de temperatura (de 21 a 30 °C) pudo haber estresado a

los discos foliares.
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4.2.3. Rol de las caracteristicas de la hoja fuente de explantes

La edad de la hojaes un factor endégeno del material vegetal que puede afectar la
capacidad regenerativa del explante en el cultivo in vitro, siendo en general las hojas
mds jévenes las més propensas a desarrollar organogénesis (Gahan & George, 2008). En
J. curcas, se ha reportado que hojas del tercer nodo son més regenerativas que las hojas
del cuarto nodo (Sujatha & Mukta, 1996). Misra et al (2010a) confirman esta tendencia,
pero determinan que hojas del primer nodo se tornan café y no responden al cultivo
debido a compuestos fendlicos, las del cuarto demoran en responder y terminan
coloredndose amarillas y muriendo, mientras que las del quinto simplemente no
responden. En este trabajo se observé que los explantes provenientes de hojas jovenes
crecian més que los de hojas mds adultas, pero no se observaron signos de regeneracién
de brotes durante el experimento. El aumento de tamafio se podria explicar porque las
hojas mds jévenes tienen un mayor potencial de desarrollo que las maduras que se ve
activado o potenciado por las hormonas del medio de cultivo, sea esto debido a una
mejor predisposicién o mayor totipotencialidad celular del tejido o a una mayor
concentracién endégena de hormonas en las hojas jovenes.

Misra et al (2010a) reportan haber observado que la capacidad de regeneracién
aumentaba desde el dpice (seccion distal) hacia la base (seccidn proximal) de la hoja,
explicando esto con el hecho de que las hojas alcanzan su madurez primero en la seccion
distal vy luego en las secciones mds proximales. En el presente trabajo no se hallé
evidencia de un efecto debido a la polaridad o a la presencia de venas, aunque esto se
pudo haber debido a la baja potencia extadistica del experimento (ca. 0,20 en

simulaciones), por lo que no se descarta que pueda existir tal efecto.
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4.2.4. Apreciacion cnalitativa del efecto del genotipo

Al trabajar con plantas obtenidas desde semillas se corre el riesgo de que la variabilidad
genética entre individuos agregue variabilidad a los resultados del cultivo in vitro, ya
que la respuesta del tejido suele tener una dependencia genética importante (Gahan &
George, 2008), lo cual se ha reportado para el cultivo in vitro de discos foliares de J.
curcas (Peraza Abdn et al, 2009; Lépez Erosa et al, 2009, Misra et al, 2010a).

Para tener una idea del efecto del genotipo en la proliferacién de callo se pueden
comparar los resultados que se obtuvieron en medios equivalentes entre experimentos
diferentes realizados dentro de un mismo lugar de cultivo. Los medios de cultivo “3c”,
“4a” y “5f” son en composicién el mismo (Tabla II). En el caso de la incubadora de
cultivo, los discos foliares de las Figuras 6 KL, 9 AB, y 12 OP deberfan ser similares si
no hubiese un efecto del genotipo. Mientras que en el caso del armario de cultivo, son
los discos foliares de las Figuras 7 KL, 10 AB, y 13 OP los que deberian ser similares en
caso de no haber efecto del genotipo. En ambas comparaciones se ve que hubo un mayor
crecimiento de callo en el experimento del efecto de la concentracién de BAP e IBA, Io
cual podria deberse a que las diferentes plantas utilizadas en los tres experimentos
provenfan de semillas.

Para estudiar la diversidad genética de las plantas que se utilizan como fuente de
hojas se pueden usar diferentes técnicas de andlisis de marcadores moleculares (Ferreira
& Grattapaglia, 1998). En el caso de J. curcas, existe una basta bibliografia sobre el
andlisis de la diversidad genética de diferentes poblaciones mediante la aplicacion de

marcadores moleculares (Ovando-Medina et al, 2011).
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4.3. Los componentes del medio de cultive

4.3.1. Aditivos: carbén activado, polivinilpirrolidona y citrato

El carbdn activado (AC) es un adsorbente que se suele agregar al medio de cultivo in
vitro esperando que este retenga compuestos inhibidores del crecimiento (e.g.
compuestos fenélicos), prevenga el crecimiento indeseado de callo, o promueva la
morfogénesis, entre otras funciones que logra mediante la reduccién de la concentracion
efectiva de los componentes del medio que adsorbe en base a la naturaleza quimica de
estos dltimos (Thorpe et al, 2008). En el caso de J. curcas, el uso de AC se ha reportado
para la obtencién de brotes a partir del cultivo de 4pices (Rajore & Batra, 2005) y en la
etapa de enraizamiento (Datta et al, 2007). La falta de formacién de callo o brotes
adventicios en discos foliares crecidos en medios con 1 g/L. AC seguramente se debi6 a
que la concentracién de las hormonas disponible fue baja, alcanzando solamente para
que el disco foliar continuase eventualmente con su desarrollo natural (Figura 3, fila
superior): elongacion en el caso de las hojas jévenes, senescencia en las hojas maduras.
De todas maneras se recomienda estudiar el efecto de concentraciones menores de AC,
especialmente en etapas avanzadas del cultivo in vitro, ya que en otro experimento se
observé su efecto promotor del enraizamiento de embriones aislados de semilla
(resultados no publicados).

La polivinilpirrolidona, de forma similar al carbén activado, se agrega al medio
de cultivo para la retencién de compuestos fenélicos (Pierik, 1990). El uso de PVPenla
micropropagacion de J. curcas s6lo ha sido reportado por Varshney & Johnson (2010),
utilizdndolo como componente de sus medios de regeneracién para la organogénesis

indirecta a partir de embriones inmaduros. En el presente estudio no se observaron
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diferencias en el crecimiento de los discos foliares crecidos en medios con 1 g/L. de PVP
comparado con el de discos foliares en medios sin PVP, asi como tampoco hubo
diferencias visuales en el grado de oxidacién posterior.

El écido citrico puede mejorar el resultado del cultivo in vitro de algunas plantas
(Thorpe et al, 2008), ademds de que su sal conjugada puede utilizarse como un
amortiguador del pH y antioxidante para controlar el empardecimiento de los explantes
(Herman, 2000). El uso de citrato en la micropropagacién de J. curcas ha sido reportado
por Varshney & Johnson (2010), en el medio de regeneracién para la organogénesis
indirecta a partir de embriones inmaduros, y por Shrivastava & Banerjee (2008), en el
medio de multiplicacién de brotes para aumentar la longitud de los mismos, no
superando en ningiin caso la concentracién de 0,15 mM de 4cido citrico. En este trabajo
no se encontrd un efecto significativo de agregar 0,50 mM de citrato sobre la proporcion
de discos foliares con callo o con estructuras organizadas cuando se realizé el andlisis

exploratorio de diferentes factores exégenos.

4.3.2. Rel de la sacarosa en la proliferacion de callo foliar
La sacarosa en el cultivo in vitro de tejidos vegetales posee dos funciones importantes:
1) fuente de carbono, y 2) regulador osmético (Thorpe et al.,, 2008). La casi nula
proliferacién de callo en el medio de cultivo sin sacarosa, comparada con la
proliferacién obtenida en los medios con 15 y 30 g/LL de sacarosa, indicaria que esta
aziicar es, en efecto, utilizada como fuente de carbono por el disco foliar.

La menor proliferacién de callo en el medio con 30 g/L de sacarosa comparada

con la obtenida en el medio con 15 g/L de sacarosa, puede ser explicada por dos factores
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negativos (osmolaridad y compuestos organicos) no excluyentes, que contrarrestan al
factor positivo que es la disponibilidad de una mayor cantidad de fuente de carbono
(Thorpe et al., 2008). Un factor negativo podria ser el aumento de la osmolaridad det
medio de cultivo, el cual inhibiria la proliferacién de callo debido a la deshidratacién de
las células y la induccién de un cambio metabdlico en ellas (Thorpe et al., 2008). Otro
factor negativo podria ser la produccién de compuestos orgdnicos inhibitorios al
autoclavar la sacarosa (Thorpe et al., 2008). La existencia de tales factores negativos
puede probarse mediante la sustitucién parcial de la sacarosa por una cantidad osmo-
equivalente de un aziicar no metabolizable, y la adicién de sacarosa post-autoclave

mediante filtracion, respectivamente.

4.3.3. Comparacion de los medios basales MS y WPM

El medio de cultivo basal que se utiliza en el cultivo in vitro provee al tejido vegetal de
macro y micronutrientes, y en ocasiones vitaminas. Su potencial importancia en el
cultivo in vitro es tal que, en algunos casos, s6lo basta que los nutrientes estén en las
concentraciones adecnadas para obtener la respuesta morfogénica deseada sin necesidad
de adicionar hormonas (Pierik, 1990). En este trabajo se encontré que los discos foliares
cultivados en medio WPM presentaron en general mayor proliferacién de callos que los
discos foliares cultivados en el frecuentemente utilizado medio MS. En cuanto a sus
concentraciones, es notorio que 0,5 MS produce mds callo y discos foliares mds
salndables en comparacion a 1,0 MS; pero no queda claro qué concentracién de WPM
(0,5 o 1,0) produce mejores resultados. Considerando sélo las diferencias mds grandes

de sus formulaciones, el medic WPM comparado con el medio MS tiene: 4 veces menos
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nitrato, ca. 4 veces menos amonio, 4¥2 veces menos cloruro, ca. 4 veces mds sulfato, 10
veces mds cobre, 10 veces mds tiamina, y no contiene cobalto ni yoduro (comparacién
de las composiciones dispuestas por Plant PhytoTechnology).

Las plantas lefiosas crecen mejor en medios nutritivos basales con baja
concentracién de sales, como es el caso del WPM comparado con el medio MS
(Margara, 1988). El tinico componente salino que se ve aumentado en el medio WPM
comparado con el MS, ademds del cobre, es el i6n sulfato. Sin embargo, en el cultivo in
vitro los tejidos vegetales, en general, son practicamente insensibles a un aumento del
i6n sulfato de esta magnitud, necesitando concentraciones mucho mayores para alcanzar
un efecto nocivo (George & de Klerk, 2008). Lo anterior no significa que el sulfato no
afecta al tejido vegetal, por ejemplo, en el cultivo hidropénico del tomate, el aumento de
los niveles de sulfato en la solucidén de riego se correlacionan con el aumento de los
niveles intracelulares de sulfato y azufre total en las hojas (Kowalska, 2005).

El cobre es un cofactor de enzimas involucradas en reacciones con oxigeno,
como ocurre en la cadena transportadora de electrones o en la dismutacién del radical
superdxido (George & de Klerk, 2008). La concentracién de cobre en el medio MS suele
ser menor a la que se encuentra en las plantas, por lo que no es raro encontrar trabajos en
que la adicién de cobre al medio haya aumentado el crecimiento del tejido vegetal
(George & de Klerk, 2008). En efecto, Khurana-Kaul et al. (2010) reportan haber
aumentado en un 50% el nimero de brotes adventicios en explantes foliares de J. curcas
cuando aumentaron en 10 veces la concentracion de cobre del medio MS,

La tiamina (o vitamina B;) es un cofactor esencial en el metabolismo de

carbohidratos y est4 directamente involucrada en la biosintesis de algunos aminodcidos
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(Thorpe et al,, 2008). Este componente podria explicar en parte el que los callos
crecieran més, y los discos foliares se mantuvieran saludables, en los medios WPM
comparado con los MS, ya que promoveria el consumo de la sacarosa del medio y la
biosintesis de aminodcidos.

Para investigar cudl o cudles de las diferencias entre el medio basal WPM y el
medio basal MS son las responsables de las diferencias observadas, se sugiere partir por
suplementar el medio MS con cobre, tiamina y ambos hasta alcanzar las concentraciones
presentes en el medio WPM. Si las diferencias observadas entre el medio MS
enmendado y el medioc WPM persisten, querria decir que las sales restantes (o la
interaccidn de ellas y los compuestos enmendados) son importantes en la respuesta del
disco foliar. Por iltimo, se recomienda estudiar la implementacién de otros medios

nutritivos para investigar cdmo J. curcas responde a ellos en el cultivo in vitro.

4.3.4. Rol de las hormonas BAP e IBA
La adicién de hormonas vegetales (o reguladores de crecimiento vegetal) al medio de
cultivo es esencial para que el explante siga el desarrollo morfogénico deseado, siendo
las auxinas y citoquininas los reguladores mds importantes en el cultivo in vitro de
tejidos vegetales (Machakova et al, 2008; van Staden et al, 2008). En el cultivo in vitro
de discos foliares de J. curcas BAP e IBA son la citoquina y la auxina mds utilizadas, y
por ello nos propusimos optimizar sus concentraciones probando el efecto de variar sus
concentraciones en la induccién de la formacién de callos.

El andlisis del efecto de variar la concentracion de BAP indicé que, en presencia

de 2,46 pM de IBA, y 2,22 pM de BAP en lugar de 4,44 yM de BAP promovia la
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formacion de callo y estructuras organizadas (andlisis del PBD). Esto coincidié
parcialmente con experimentos donde se encontrd que 2,22 pM de BAP generaba menos
callo que 4,44 pM de BAP en el armario de cultivo (Figura 14 B), pero no cuando las
placas se colocaban en la incubadora de cultivo (Figura 14 A). Esto puede deberse a que
en el andlisis del PBD se confundié el efecto del BAP con la interaccién entre la
concentracion de MS y el lugar de cultivo (uno de los posibles aliases, indicado en la
Tabla III), o a que existen predisposiciones genéticas o fisioldgicas diferentes entre los
discos foliares de cada experimento.

El andlisis de estos experimentos permiten rescatar algunas caracteristicas de la
respuesta de crecimiento de callo ante la concentracién de BAP e IBA. La primera es la
posible existencia de una concentraci6n minima de BAP para desencadenar un
crecimiento de callo apreciable macroscépicamente, la cual estarfa entre 1,11 y 2,22 uM
de BAP. La segunda caracteristica es el aparente efecto potenciador de la concentracién
de IBA en el crecimiento de callo, el cual deja de existir cuando se cultivan discos
foliares en 4,44 pM de BAP en la incubadora de cultivo, quizds porque se ha alcanzado
el méximo crecimiento de callo posible en 30 dias de cultivo in vitro gracias a las
condiciones favorables de la incubadora,

Comparado con otros reportes de uso de BAP e IBA en el cultivo in vitro de
discos foliares de J. curcas, en este trabajo no se observé la respuesta morfogénica
esperada (organogénesis), sino que s6lo la formacién de callo junto a estructuras
organizadas en un experimento inicial, y lvego la formacién de sélo callo en los tltimos.

Sujatha & Mukta (1996) en los medios “f” (2,22 pM BAP + 2,46 uM IBA) e “i”

(4,44 pM BAP + 2,46 uM IBA) hallaron 100% de discos foliares con callo después de 6
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semanas de cultivo, con un 30% de discos con brotes, al usar hojas del tercer nodo.
Cuando usaron hojas del cuarto nodo sus resultados fueron 100% de callo para “f” y
50% de callo para “i”, con 0% de discos con brotes para ambos. A partir de callos
foliares obtuvieron un 67 y 100% de discos con brotes respectivamente, con ca, 11 y 4,5
brotes en promedio por disco foliar. En contrastando, en el presente trabajo no se
observé mds de un 5% de discos foliares con estructuras organizadas en los medios “f e
“i”, lo que se puede deberse a diferencias genéticas, ya que aquf se trabajé con plantas
de fondo genético centroamericano y no-téxico, a diferencia de Sujatha & Mukta (1996).

Rajore & Batra (2007) obtuvieron brotes a partir de callos morfogénicos en 21
dias al utilizar 3,33 pM BAP + 2,46 pM IBA. Mientras que en este trabajo no se
obtuvieron brotes en medios 2,22 y 4,44 uM BAP + 2,46 utM IBA. Esto seguramente se
debié a que trabajaron con callos organogénicos obtenidos previamente en un medio con
5,37 uM de NAA y 22,2 uM de BAP, siendo estos de color verde y ademds compactos, a
diferencia de los observados en este trabajo que, si bien tuvieron un color verde, no
parecieron ser compactos.

Deore & Johnson (2008), después de 6 semanas de cultivo y trabajando en un
medio base de MS y con 30 g/L de sacarosa, encontraron que en un medio con 2,22 M
de BAP y 0,49 uM de IBA se obtenia el mismo porcentaje de discos foliares con callo
que en un medio con 4,44 uM de BAP y 2,46 uM de IBA (ca. 60%.). En ambos medios
se observé induccién de brotes, pero menores a las observadas cuando se agrego entre
2,27 y 4,55 pmM de TDZ al medio de cultivo, obteniendo las mejores respuestas
morfogénicas cuando se usaron TDZ y BAP en presencia de IBA. Este par de

combinaciones de BAP e IBA, sin TDZ, coincide con los medios “d” e “i” de este
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trabajo respectivamente, excepto porque aqui se utilizé la mitad de MS en lugar del
100%, y a que nosotros medimos la cantidad de callo, siendo mayor en el medio “i”.
Khurana-Kaul et al (2010) encontraron que, usando MS completo, en 2,22 pM de
BAPy 2,46 uM de IBA (medio “f”) y en 4,44 yM de BAP y 2,46 M de IBA (medio “i”)
se obtenian porcentajes de organogénesis directa de 78 y 73%, con 6.8 y 4.2 brotes por
explantes. Dentro de las 6 semanas de cultivo in vitro, reportaron que los explantes se
hinchaban y agrandaban, ademds de que las respuestas fueron mayores en la vena media.
El uso de BAP ¢ IBA en lugar de TDZ e IBA indujo el crecimiento de callo junto a la
induccién de brotes. Ademds, el uso de TDZ en lugar de BAP como citoquinina indujo un
mayor niimero de brotes por explante (méximos: 18,8 vs. 6,8). Esto sugiere que usar TDZ,
solo o con BAP, puede mejorar los resultados obtenidos, incluso inducir organogénesis.
Misra et al (2010a) encontraron que ¢l medio “d” presentaba el mayor porcentaje
de respuesta (83,6%) luego de 45 dias de cultivo. Si Ios resultados de este trabajo siguieran
la misma tendencia que los de ellos en cuanto al crecimiento de callo asociado, se tendria
que los medios usados en este trabajo, ordenados de menor a mayor cantidad de callo,
serfan: “a” = “d” < “g” =“b” = “¢” < “h”. Este orden no coincide con el observado en Ia
incubadora ni en el armario de cultivo. Revisando sus resultados es notorio que en su caso
fue la mayor concentracién de IBA la asociada a una mayor cantidad de callo. Misra et al
(2010a) ademds reportan haber probado ofras citoquininas, encontrando que BAP fue la
tnica capaz de regenerar brotes frescos, verdes y saludables, a diferencia de Kn (que
produjo brotes amarillentos) y TDZ (que produjo brotes vitrificados). En su estndio se
micropropagé una variedad elite, por lo que la diferencia observada, en Ia eficacia de TDZ,

frente a BAP para inducir organogénesis, se puede deber a las diferencias genotipicas.




5. CONCLUSIONES

Se desarrollé la base metodoldgica para el establecimiento del cultivo in vitro de
callo a partir de discos foliares, ademds de exponer y probar diferentes formas de
optimizar la composicién del medio de cultivo. La identificacién de los factores que
puedan inducir la organogénesis indirecta desde estos callos debe ser la continuidad de
este trabajo de investigacion.

Los resultados obtenidos no permiten disponer de un protocolo optimizado que
facilite la regeneracién de brotes de J. curcas mediante el cultivo in vitro de discos
foliares en los medios de cultivo de composicién nutricional y hormonal probados. En su
lugar, nuestros resultados sugieren que la composicién 6éptima de un medio para
producir callo es cercana a: 15 g/L sacarosa, WPM a 0,5 o 1,0 veces la concentracién
estindar, 2,22 yM BAP + 2,46 M IBA o 4,44 uM BAP + 1,49 uM IBA, sin afiadir
carbén activado, y sin necesidad de agregar 0,5 mM de citrato o 1 g/L de PVP.

La revisién y discusién de la bibliografia, nos sugieren que este resultado es
producto de la dependencia genética del proceso de organogénesis, por lo que no se
descarta la posibilidad de hallar la composicién nutricional y hormonal del medio de
cultivo que induzca la regeneracién de brotes a partir de discos foliares de las plantas de

J. curcas de origen guatemalteco que se han introducido a Chile.
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