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RESUMO GERAL

A atividade humana levou a fragmentacdo generalizada de habitats, alterando a
estrutura, distribuicdo e funcionalidade de espécies nativas, como Jequitiba-rosa.
Espécie com grande potencial no setor florestal, devido a diversidade de usos que sua
madeira tem; atualmente é classificada como vulneravel segundo a [IUCN. Hoje estima-
se que exista um numero limitado de habitats naturais para esta espécie, com uma
densidade populacional inferior a 1 arvore ha™. Nos ultimos séculos a madeira desta
espécie tem sido explorada, devido a qualidade e as grandes dimensdes que tem. A
propagacdo de Jequitibd-rosa no Brasil se da por sementes, o que limita a
disponibilidade de mudas e o repovoamento dessa espécie. Portanto, esta pesquisa visa
estabelecer um protocolo indutor de calogénese com a ideia de ser utilizado no futuro
para a producdo em massa de plantas e assim aumentar o nimero de individuos dessa
espécie nos ecossistemas. SeccOes de folha foram induzidos em meio Woody Plant
Medium (WPM) diluido pela metade, suplementado com 0,1 mg L™ de 4cido naftaleno
acético (ANA) em conjunto com 3; 1; 1,5 e 3 mg L™ 6-benzilaminopurina (BAP), ap6s
30 dias foi observado a formacdo de calos de cor castanha clara. Foram subcultivadas
em meio WPM diluido pela metade, suplementado com 0,1 mg L* de ANA
simultaneamente com 4 e 8 mg L™ de BAP como meio de expressdo de calogénese,
observando aos 90 dias um calo de tamanho maior. O mé&ximo crescimento de calos foi

observado em maiores concentraces de BAP (8 mg L™).

Palavras-chave: Cariniana legalis, Lecythidaceae, 6-benzilaminopurina, 4&cido
naftalenoacético.



RESUMEN GENERAL

La actividad humana ha dado lugar a una amplia fragmentacién del habitat, alterando la
estructura, distribucion y funcionalidad de especies nativas como, Jequitiba-rosa.
Especie con un gran potencial en el sector forestal, por la diversidad de usos que tiene
su madera y actualmente esta catalogada como vulnerable segin la IUCN. Hoy en dia se
estima que existe un nimero limitado de habitats naturales para esta especie, con una
densidad de poblacional menor a 1 &rbol ha™. En los Gltimos siglos se ha explotado la
madera de esta especie, debido a la calidad y a las grandes dimensiones que tiene. La
propagacion de Jequitiba-rosa en Brasil es por semillas, lo que limita la disponibilidad
de plantulas y la repoblacion de esta especie. Por ende este trabajo busca establecer un
protocolo inductor de callogénesis con la idea de ser usado en un futuro para la
produccion de plantas en masa y asi aumentar el nimero de individuos de esta especie
en los ecosistemas. Se utilizaron secciones foliares, inducidas en medio Woody Plant
Medium (WPM) diluido a la mitad, suplementado con 0,1 mg L™ 4cido naftalenoacético
(ANA) conjuntamente con 3; 1; 1,5 y 3 mg L' 6-bencilaminopurina (BAP),
observandose a los 30 dias la formacion de callos de color marrén claro. Fueron
subcultivados en medio WPM diluido a la mitad, suplementados con 0,1 mg L™ de
ANA simultaneamente con 4 y 8 mg L™* de BAP como medio de expresién de
callogénesis observandose a los 90 dias un callo de gran tamafio. Se observé mayor
crecimiento de los callos en concentraciones mayores de BAP (8 mg L™).

Palabras claves: Cariniana legalis, Lecythidaceae, 6-bencilaminopurina, acido

naftalenoacético.



ABSTRACT

Human activity has led to widespread habitat fragmentation, altering the structure,
distribution and functionality of native species such as Jequitiba-rosa. Specie with a
great potential in the forestry sector, due to the diversity of uses that its wood has and it
is currently classified as vulnerable according to the IUCN. Today it is estimated that
there is a limited number of natural habitats for this species, with a population density
of less than 1 tree ha™. In the last centuries, the wood of this species has been exploited,
due to the quality and the great dimensions that it has. The propagation of Jequitiba-rosa
in Brazil is by seeds, which limits the availability of seedlings and the repopulation of
this species. Therefore, this work seeks to establish a protocol of callogenesis with the
idea of being used in the future for mass plants production and thus increase the number
of individuals of this species in the ecosystems. Foliar sections were used, induced in
half Woody Plant Medium (WPM) diluted in half, supplemented with 0.1 mg L™
naphthaleneacetic acid (ANA) in conjuction with 3, 1, 1.5 and 3 mg L™ 6-
benzylaminopurine (BAP), being observed at 30 days the formation of calluses of light
brown color. They were subcultured in medium WPM at medium force, supplemented
with 0.1 mg L™ of ANA simultaneously with 4 and 8 mg L™ of BAP as a callogenesis ‘s
means of expression , showing a large callus at 90 days. Greater growth of callus was
observed in higher concentrations of BAP (8 mg L™).

Keywords: Cariniana legalis, Lecythidaceae, 6-benzylaminopurine, naphthaleneacetic

acid.



LISTA DE ABREVIATURAS Y SIGLAS

IUCN - Union for Conservation of Nature
GEI - Gases de efecto invernadero

EGE - Estructura genética espacial
ANA - Acido naftalenoacético

AIA - Acido indolacético

BAP - 6-bencilaminopurina

WPM - Woody plant medium

MS - Murashige and Skoog

PVP - Polivinilpirrolidona

CA - Carmin acético

AE - Azul de evans
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1. INTRODUCCION

Los bosques son un ecosistema dinamico en donde comunidades vegetales, animales y
microbianas interactian como una unidad funcional. Los beneficios proporcionados por el
bosque al ambiente, incluyen tanto bienes y servicios. Los bienes corresponden a productos
procedentes de los ecosistemas (ej. madera) y de fuentes abioticas (ej. depositos de
minerales), mientras que los servicios son prestados principalmente por los ecosistemas. Los
servicios que presta el bosque incluyen el almacenamiento temporal de aguas, la dilucion y
asimilacion de residuos por los rios, ademés del almacenamiento a largo plazo de gases de
efecto invernadero (GEI) que alteran el clima (CONSTANZA et al., 2006). Las emisiones de
GEl, tales como didxido de carbono (CO;), metano (CH,4) y 6xido nitroso (N2O) son
responsables del calentamiento global, del cual, el CO; es responsable de aproximadamente el
50 % del efecto de los GEI (BOWMAN, 1990), debido a esto es de gran importancia la
conservacion de los bosques.

La actividad humana ha dado lugar a una amplia fragmentacion del habitat, donde se
ve alterada la estructura, distribucion y funcionalidad de los ecosistemas terrestres (RIBEIRO
et al., 2009). Una de estas especies afectada por la fragmentacion es Cariniana legalis (Mart.)
O. Kuntze, considerado el mayor arbol de la Mata Atlantica y ampliamente distribuido en el
Este de Brasil. Esta especie ha sufrido con la explotacion sistematica de madera a lo largo de
los ultimos siglos, debido a la calidad y a las grandes dimensiones que tiene, en algunas
localidades todavia acontecen estas explotaciones (MARTINELLI; MORAES, 2013). Seglin
la International Union for Conservation of Nature - IUCN (2012), esta incluida en la lista de
especies en extincion, categorizada como vulnerable.

El cultivo in vitro puede ser una forma de obtener un gran nimero de plantas de forma
asexuada, convirtiéndose en una herramienta de gran valor cuando se trata de propagar
especies vegetales en peligro de extincion (FLASCHLAND et al., 1996). Técnica de gran
importancia cuando se pretende multiplicar un genotipo que es heterocigoto y que presentan
caracteristicas de interés, que se pierden cuando son propagadas por semillas (DE CASSIA
GONCALVES et al., 2011).

La embriogénesis somatica y la organogénesis son dos procesos morfogéneticos muy
frecuentes en el cultivo in vitro de especies vegetales. La embriogénesis somatica es el
proceso por el cual se obtiene una estructura similar al embrion cigotico sin que medie la
fertilizacion de las gametos, mientras que por organogénesis pueden obtenerse tallos, raices o

flores (LEVITUS, 2010). Estos 6rganos son inducidos a partir de una célula o de un grupo de
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células que, segun las condiciones de cultivo, tienen la propiedad de mantenerse en activa
division. A este grupo de células se les llama callo y a tal proceso se le denomina como
callogénesis que es el resultante de células en constantes division por mitosis, COMO respuesta
al estimulo de los balances entre reguladores de crecimiento y otros factores (TERMIGNONI,
2005).

2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Caracteristicas de la especie

La especie Cariniana legalis (Mart.) O. Kuntze, popularmente conocida como
Jequitiba-rosa pertenece a la familia Lecythidaceae. Presenta un tronco tipicamente columnar
y puede alcanzar més de 30 a 50 m de altura y 4 m de didmetro, es de un fuste de gran
tamafio, destacandose en medio de los arboles donde crecen. Son arboles semideciduos,
heliofilas, su tronco es revestido por una cascara parda y fisurada (LORENZI, 2008). Ademas,
C. legalis es una especie muy longeva, con individuos que pueden vivir mas de 500 afios y las
subpoblaciones son en general, compuestas de varios individuos de gran porte, supuestamente
muy antiguas (MARTINELLI; MORAES, 2013).

La madera es modernamente pesada y generalmente de color marrén-claro. La
superficie es irregularmente lustrosa y ligeramente &spera al tacto, también tiene baja
resistencia al ataque de organismos xilofagos, cuando se encuentra expuesta a condiciones
adversas (REGO; POSSAMAI, 2001). La madera de Jequitib4 tiene aplicaciones en la
carpinteria como laminados, fabricacion de escobas como también en la industria de la
celulosa y el papel. Segin Chudnoff (1984), Rego y Possamai (2001), de la corteza se extrae
resina, tanino que tiene gran poder desinfectante, siendo muy usada en la medicina popular
contra las afecciones de la boca, inflamacion de la garganta, amigdalitis y faringitis.

Es una planta caracteristicas de la floresta climax, es rara en el cerrado o en terrenos
méas secos. Posee tolerancia moderada a la luz solar durante los primeros afios y su
crecimiento varia de moderado a rapido alcanzando 2 metros de altura en dos afios (REGO,
2002; LORENZI, 2008). Florece durante los meses de diciembre - febrero, es de flores
pequetias, dispuestas en paniculas axiliares y apicales. Sus flores son hermafroditas y
polinizadas por abejas (CARVALHO, 2005).

Los frutos son de tipo pixidio, lefioso y comienzan a ser producidos a partir de los 20
afios de edad y su maduracion ocurre en el periodo de agosto - septiembre (REGO;
POSSAMALI 2001; CARVALHO, 2006). Para la obtencion de semillas los frutos deben ser
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cogidos directamente de los arboles cuando inician la abertura espontanea, después deben
quedar al sol para completar la abertura y liberar las semillas. La dispersion de las semillas es
zoocérica y anemocorica (CARVALHO, 2005).

2.2. Distribucion geogréfica y condiciones edafo-climaticas.

Jequitiba-rosa crece de forma natural en los siguientes estados: Paraiba, Pernambuco,
Alagoas, Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Sdo Paulo y Mato Grosso do
Sul (LORENZI, 2008; RODRIGUES, 2012; MARTINELLI; MORAES, 2013). En las
latitudes, desde 7° S a 23° S, longitudes entre 35° y 49° W y a una altitud de 30 m a 1000 m.
(CARVALHO, 2005).

Jequitiba-rosa crece en planicies y laderas himedas, en el estrato superior de la
formacion bajo-montafia del bosque Ombrofilo-Denso de la Mata atlantica (RODRIGUES,
2012) y en la formacion sub-montafiosa, en el estado de Rio de Janeiro, en el bosque de
Tabuleiro, en el norte de Espirito Santo (CARVALHO, 2006). En Minas Gerais y en la
cuenca del Rio Parand crece en formaciones de montafia, submontafia y en aluviales
(LORENZI, 2008). También se encuentra en la region del cacao al sur de Bahia.

Las condiciones climéaticas ideales para el crecimiento y desenvolvimiento de
Jequitiba-rosa, es a una temperatura media entre los 25 y 35° C y precipitaciones de 1.500
mm al afio (REGO; POSSAMALI, 2001). En regiones con temperaturas < 15° C no ocurre
germinacion, ni el crecimiento inicial de la planta.

Crece en suelos de origen arenoso y basdltico; laderas, suelos planos, hiimedos,
profundos, de buena fertilidad quimica con buen drenaje (CARVALHO, 2005). En
plantaciones se prefiere suelos profundos de media y buena fertilidad quimica, ricos en
materia organica, bien drenados y con textura franco arcillosa (REGO, 2001).

2.3. Importancia ambiental
Jequitiba-rosa es una arbol de amplia y globosa copa, en forma de guarda lluvia, con

ramas horizontales, lo que permite el crecimiento de otras especies sobre sus ramas, como
Orquideas, Bromelias y Cactaceas (CARVALHO, 2005). Por tanto, tiene una gran
importancia para la mantencion de la diversidad y riqueza de especies epifitas, hospedando
estas formas de vida en mayor abundancia y de forma exclusiva a diferencia de otras especies
arboreas (REIS; FONTOURA, 2009). Esto da paso a habitar una gran diversidad de insectos,
aves, reptiles y primates que se alimentan y se reproducen en su copa (SANTOS, 2016).

En el sur de Minas Gerais, aun se pueden encontrar Jequitiba-rosa de tamafos

considerablemente grandes en fragmentos de bosques remanentes. Se pueden encontrar
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aisladas en medio de la matriz o en el centro de los fragmentos. La drastica disminucion de la
poblacion por fragmentacion es un problema importante ya que puede alterar la estructura de
la genética espacial (EGE). Esto llevaria a la especie a un apareamiento entre individuos
relacionados y a la deriva genética, como resultado de la reduccion del nimero de individuos
reproductivos (DICK et al., 2008 ). Por esta razén es indispensable la reforestacion de esta
especie, para evitar que desaparezca por problemas de depresién endogdmica y también para
el manejo de fauna y flora (LORENZI, 2008).

2.4. Germinacion

La germinacion es epigea, ocurriendo entre los 8 - 45 dias después de la siembra,
teniendo una tasa de germinaciéon de 28 a 70 % (REGO, 2001; CARVALHO, 2005;
LORENZI, 2008). Régo y Possamai (2001), en estudios de germinacion y desarrollo inicial de
Jequitiba-rosa, afirman que las semillas son recalcitrantes y a medida que aumenta el tiempo
de almacenamiento (a partir de 30 dias después de la colecta) la viabilidad de ellas disminuye
significativamente. Por tanto el cultivo in vitro podria ser de gran ayuda a la hora de producir
en masa mudas de Jequitiba-rosa.

Las temperaturas de 20 - 30° C, juntamente con los sustratos de vermiculita y suelo de
bosque, ademas de luz blanca, son las condiciones mas adecuadas para la germinacion de
semillas de Jequitibd-rosa, en laboratorio. Presenta mayor crecimiento en altura en
condiciones de sombreado de 50 a 66% y mayor didmetro cuando hay condiciones de
luminosidad directa de un 100% (REGO, 2001; REGO; POSSAMAL, 2006).

2.5. Cultivo in vitro

Algunas especies tienen ciertas dificultades en la produccion de semillas o florecen
intensamente produciendo pocas semillas, debido a diversos factores. Factores como la baja
eficiencia en el transporte del polen o en especies zodfilas, como polinizadores poco
especializados generando que pocos estigmas reserven el polen compatible; problemas con
animales como monos y aves, que utilizan los recursos florales y compiten con los
polinizadores, provocando una pérdida considerable de flores (DE CASSIA GONCALVES et
al., 2011). Otros problemas son, la disminucion en los polinizadores, el bajo numero de
individuos de la especie, la pequeia cantidad de semillas viables, la época de colecta y el
proceso de colecta que en arboles altos requiere de técnicas de escalada (LORENZI, 2008;

SANTOS, 2016).
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El cultivo in vitro es un método de multiplicacion asexual que se inicié en 1963 con
plantas herbaceas, como la propagacion de orquideas (Cymbidium, Dendrobium) a partir de
los apices de tallos. Luego, en 1978, se extendid a la produccion de plantas lefiosas, forestales
y portainjertos de frutas. Es asi como esta técnica surge como una alternativa entendible para
la multiplicacion de especies amenazadas, siendo de gran interés para la conservacion de esta

especie (ALVAREZ, 2011).

2.6. Cultivo in vitro de especies forestales

La necesidad del hombre de obtener recursos de los ecosistemas ha llevado a la
humanidad a un gran problema que es la deforestacion. La tala abusiva, los incendios
forestales y el inadecuado manejo silvicola pueden conllevar a la desaparicion de los bosques
del planeta (LUJAN, 2003). Una de las estrategias para evitar la extincion de especies Unicas,
es el cultivo in vitro de tejido vegetal (DELGADO et al., 2008).

La propagacion in vitro incrementa de forma rapida el niimero de individuos, esta
etapa es importante en la produccion de plantulas a nivel industrial, ya que permite el
establecimiento de un banco de germoplasma con fines de rescate (URIBE et al., 2008).
También esto permite obtener plantas sin enfermedades y en algunas ocasiones reduce el
tiempo de propagacion.

Una plantacion forestal depende principalmente de la calidad de las plantas que se
utilice. La calidad de las plantas va estar definida por su comportamiento final en terreno, el
que esta regulado por atributos tanto morfoldgicos como fisioldgicos, por su interacciéon con
el ambiente y la via de propagacion (JIMENEZ- TERRY; AGRAMINTE, 2013).

La micropropagacion surge como una herramienta que va en contribucion a mantener
el equilibrio de los ecosistemas forestales y del medio ambiente ya que como herramienta de
rescate permite la produccion de plantas y la conservacion de la biodiversidad genética y la

innovacion de procedimientos tecnologicos en los bosques tropicales (FARJON, 2003).

2.7. Micropropagacion

Este método de cultivo o de micropropagacion consiste en la propagacion de plantas
en un ambiente artificial controlado, empleando un medio de cultivo adecuado. El cultivo es
asi una herramienta muy 1til en los programas de mejoramiento, ya que tiene el potencial de
producir plantas de calidad uniforme a escala comercial, a partir de un genotipo selecto y con

una tasa de multiplicacion ilimitada (LEVITUS et al., 2010). Esto es posible gracias a la
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propiedad de totipotencia que tienen las células vegetales; esto es la capacidad de regenerar
una planta completa cuando estan sujetas a los estimulos adecuados. Asi, las células somaticas
de cualquier tejido podrian formar tallos, raices o embriones somaticos de acuerdo con la
competencia que posea y al estimulo que reciban (ALVARES, 2011). Dependiendo de las
caracteristicas de la planta que se pretenda propagar y del objetivo perseguido, la
micropropagacion puede realizarse a través de tres vias de regeneracion: brotacion de yemas
adventicias preexistentes, produccion de yemas de novo y embriogénesis somatica.

El proceso de callogénesis en el cultivo in vitro es proveniente de células originadas
por sucesivas mitosis, como respuesta al estimulo de los balances entre reguladores de
crecimiento, factores del medio de cultivo y el ambiente, callos son un sistema obtenido in
vitro caracterizado por un grupo de células (TERMIGNONI, 2005). En determinadas
condiciones, centros meristematicos del tejido callogénico pueden diferenciarse originando
raices, brotes o embriones somaticos. Este cultico se puede realizar tanto en medios de cultivo
liguido o sélido, pudiéndose realizar estudios en diversos campos, como la citologia y la
biogquimica (NEUMANN et al., 2009).

Estudios como los de Shekhawt y Manokari (2016) quienes consiguieron multiplicar
in vitro segmentos nodales con 2-3 yemas de un individuo con 21 afios de edad de Couroupita
guianensis, arbol con propiedades medicinales de la misma familia Lecythidaceae. Lograron
que cerca de un 90% de los explantes presentaran 4,1 + 0,23 brotes de yema, después de 5
semanas de inoculacion en medio MS, enriquecido de 8 g L™ de agar, 30 g L™ de sacarosa,
(50 mg L™ 4cido ascérbico + 25 mg L™ de sulfato de adenina + 25 mg L™ de L-arginina + 25
mg L™ de 4cido citrico) y 4 mg L™ de BAP.

Yaya et al. (2005) han logrado la organogénesis indirecta de la especies emparentada
Cariniana pyriformis Miers. Donde se aislaron segmentos de hipocétilos, cotiledones y hojas
jovenes, los cuales se inocularon en el medio Woody Plant Medium (WPM) diluido a la mitad
suplementado con acido indolacético (AIA) y 6-bencilaminopurina (BAP), sacarosa al 30 %
y agar al 6 %. Obteniendo a la cuarta semana un porcentaje de formacion de callo de un 75 %.

También Santos (2016) indujo callos de Cariniana legalis usando cotiledones los
cuales presentan crecimiento callogénico después de 70 dias. Fueron inoculados en medio
WPM con 30 g L-1 de sacarosa'y 7 g L-1 de agar con adicion de reguladores de crecimiento

ANA (0,54 utM) y BAP (6,66; 13,32 uM).
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3. JUSTIFICATIVA

La reduccion del tamafio de las poblaciones de esta especie, puede causar la perdida de
alelos y reducir la heterocigosidad. Juntamente con la disminucion de la dispersion del polen
y semillas, efecto de la fragmentacion, aislaria las poblaciones genéticas y demograficamente
causaria la extincion local de la especie. El cultivo de tejidos, como herramienta
biotecnoldgica, puede ser de gran ayuda para evitar esta problemética. Se podria desarrollar
un protocolo de micropropagacion y asi obtener individuos nuevos con los cuales se puedan

restaurar areas de preservacion ambiental, parques y plazas publicas.

4. OBJETIVO
Desarrollar un protocolo de callogénesis a partir de hojas de Jequitiba-rosa (Cariniana

legalis).
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ARTICULO:

INDUCCION DE CALLOS A PARTIR DE EXPLANTES DE HOJAS DE JEQUITIBA-
ROSA (Cariniana legalis)

1. INTRODUCCION

La actividad humana ha dado lugar a una amplia fragmentacion del habitat, donde se
ve alterada la estructura, distribucion y funcionalidad de los ecosistemas terrestres (Ribeiro et
al., 2009). Esta problematica a pesar de ser un problema global, es en los trépicos donde
particularmente hay una gran diversidad de especies arboreas, muchas de las cuales tienen una
baja densidad poblacional (Laurence et al., 2000). Arboles altos con grandes doseles son
cruciales para la supervivencia de los bosques, ya que proporcionan frutas, flores y refugio
para las poblaciones de animales, ademas de un sinniumero de otras especies (Laurence et al.,
2000). Muchas de estas especies tienen problemas de propagacion, lo cual dificulta la
repoblacion natural dado al tamafio y la longevidad de estos arboles, especies claves de los
ecosistemas forestales.

Jequitiba-rosa (Cariniana legalis (Mart.) O. Kuntze), es considerado el mayor arbol de
la Mata Atlantica y ampliamente distribuido en el este de Brasil. Esta especie ha sufrido con
la explotacién sistematica de madera a lo largo de los Gltimos siglos, debido a la calidad y a
las grandes dimensiones que tiene, en algunas localidades todavia acontecen estas
explotaciones (Martinelli y Moraes, 2013). Segun la International Union for Conservation of
Nature - IUCN (2012), esta incluida en la lista de especies en extincion, categorizada como
vulnerable. Hoy en dia existe un nimero limitado de habitats naturales para esta especie, con
una densidad poblacional < 1 arbol ha™ (Leal et al., 2014).

La propagacion de Jequitiba-rosa en Brasil es por semillas, lo que limita la
disponibilidad de sus plantulas y la repoblacion de esta especie. El cultivo in vitro puede ser
una forma de obtener un gran nimero de plantas de forma asexuada, lo cual puede ser una
técnica de gran valor cuando se trata de propagar especies vegetales en peligro de extincion o
especies de gran valor economico (Us-Camas et al., 2014). Tiene como finalidad acelerar el
crecimiento, aumentar la productividad y generar una planta con cualidades homogéneas por

medio de la multiplicacion de las plantas seleccionadas (Cid et al., 2014).
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El cultivo in vitro consiste en aislar una porcion de la planta, a la cual se le llama
explante o propagulo, y proporcionar artificialmente las condiciones fisicas y quimicas que
requiera, para que las células expresen su potencial intrinseco (Singh, 2015). En la actualidad
exista un gran interés en el cultivo de tejidos como un medio complementario o alternativo de
propagacion de especies forestales, y en particular de aquellas que tienen problemas en su
propagacion por los métodos convencionales (Acosta, 2012). Dependiendo de las
caracteristicas de la planta que se pretenda propagar y del objetivo perseguido, el cultivo de
tejido se puede realizar a través de tres vias de regeneracion: brotacion de yemas adventicias
preexistentes, produccion de yemas de novo y embriogénesis somatica, estas tltimas pueden
ser generadas por callogénesis.

Son pocas las investigaciones que se han hecho con Jequtiba-rosa en los Gltimos afios.
Shekhart y Manokari (2016) consiguieron multiplicar in vitro segmentos nodales de
Couroupita guianensis, arbol con propiedades medicinales de la misma familia
Lecythidaceae. También trabajos como los de Yaya et al. (2005) y Santos (2016) usando
cotiledones de las especies Cariniana pyriformis y Cariniana legalis consiguieron un
porcentaje de formacion de callo de un 70 %. Ninguna de las dos investigaciones llego a la
generacion de un individuo completo por callogénesis.

Baséandose en lo anterior este trabajo busca desarrollar un protocolo de callogénesis a
partir de hojas de Jequitibd-rosa (Cariniana legalis), dando asi un paso para futuras

investigaciones en la generacién de plantulas a partir del cultivo de tejido.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Localizacién y material vegetal
El material vegetal se obtuvo de clones de 2 afios de Jequitiba-rosa del proyecto de maestria
de Santos (2016). Dichos clones se encuentran dentro del Campus Santa Clara de la
Universidad Federal de Alfenas-MG en las coordenadas geograficas: 21°25' S y 45°58' W. La
colecta de hojas fue hecha en los meses de abril a julio del 2017.
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2.2. Desinfeccion de los explantes.

Las hojas se lavaron con abundante agua y jabon liquido comercial. Posteriormente, en la
camara de flujo laminar, se colocaron en una solucion de etanol 70 % por 2 minutos, para
luego ser sumergidas en hipoclorito de sodio 2,5 % con 5 gotas de Tween® 20 por 10 minutos
en agitacion constante. Finalmente se lavaron 3 veces con agua destilada estéril (Rocha et al.,
2007).

2.3. Diferentes antioxidantes en el control de la oxidacion de las hojas.

Se evaluaron cinco tratamientos para disminuir la oxidacion de la hoja y se probd un
fungicida para reducir la contaminacion en los ensayos. Bajo una camara de flujo laminar se
utilizaron explantes de hoja de 1 cm? en tubos de ensayo de 150 x 15 mm con medio Woody
Plant Medium (WPM) diluido a la mitad sin reguladores del crecimiento, se adicionaron 20
mL de medio por tubo y fueron sellados con papel filme comercial. Los tratamientos fueron:
T-1: WPM con luz; T-2: WPM en oscuridad; T-3: WPM + 3 g L' de carbon activado; T-4:
04 g L' de PVP-40; T-5: WPM + 0,1 g L de 4cido ascorbico (Melo et al., 2001). Se
realizaron 20 réplicas por tratamiento con la adicion de 0,07 g L' de CERCOBIM® para
disminuir la contaminacion. A los 30 dias fue validado el nivel de oxidacion de las hojas; se
dieron valores de un 100 % a una hoja completamente oxidada, 50 % mitad de la hoja oxidada
y 0 % para aquella hoja sin oxidacion. Se repitio este paso para cada uno de los tratamientos y
se saco una media para determinar cudl fue el mejor antioxidantes.

Como fuente de carbono se empled sacarosa 30 g L™ y como agente solidificante Agar 0,7 %,
se ajusto el pH a 5,8. Todo material de cultivo fue esterilizado en autoclave por 20 minutos a
121 °C. Después de la inoculacion de los segmentos foliares estos se mantuvieron en sala de
crecimiento con fotoperiodo de 12/12, temperatura de 25 £ 1 °C y a una intensidad luminosa

de 36 pmol m™s™.

2.4. Induccion de callos

Se indujo formacién de callos inoculando hojas jévenes de 1 cm? al envés, en tubos de
ensayo, utilizando medio WPM con micronutrientes y macronutrientes diluidos a la mitad.
Los tratamientos fueron los siguientes: T-1: control; T-2: 3 mg L™ de BAP; T-3: 0,1 mg L™de
ANA + 1 mg L" de BAP; T-4: 0,1 mg L™ de ANA + 1,5 mg L™ de BAP; T-5: 0,1 mg L™ de
ANA + 3 mg L™ de BAP. Para disminuir la contaminacion se uso 0,07 g L' de CERCOBIM®

més 0,4 g L' de PVP-40 para controlar la oxidacion. Se realizaron 30 réplicas por tratamiento
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y a los 30 dias de cultivo se evaluo presencia o ausencia de callo en el explante, tomandose en

consideracion la presencia de cualquier masa callogénica en la hoja.

2.5. Efectos de BAP y Cinetina en la iniciacion de callos friables.

Se utilizaron envases de vidrios cilindricos de 40 mm x 50 mm x 80 mm, con 100 mL de
medio WPM diluido a la mitad, ademés de 0,4 g L™ de PVP-40 para disminuir la oxidacién.
Callos se transfirieron a los tratamientos mostrados en la tabla 1. Se realizaron 20 réplicas por
tratamientos y después de 3 a 5 meses se evaluo el peso fresco de los callos.

Tabla 1. Tratamientos para la iniciacion de callos friables de hojas de Jequitiba-rosa.

Tratamientos o Regulador de Crecimiento (mg L™)

ANA BAP CIN

1 60 0,1 4 5

2 60 0,1 8 -

3 90 0,1 - 0,5

4 90 0,1 - 2

5 90 0,1 - 2,5

6 90 0,1 - 3

FC: numero de dias en la formacion de callo. ANA: acido naftalenoacético, BAP: 6-

bencilaminopurina, CIN: cinetina.

2.6. Analisis de citoquimica

Se maceraron 50 mg de tejido fresco de callos con ayuda de bastdn de vidrio sobre un vidrio
de reloj. Se adicionaron 3 gotas de azul de Evans 0,1 %, se dej6 reaccionar por 3 minutos, se
retir6 el exceso del colorante y se agregaron 3 gotas de Carmin-acético 2 %, y se dejo
reaccionar por 3 minutos mas. Se retird el exceso nuevamente y se distribuyo la masa celular
sobre la superficie de una lamina de vidrio para luego analizar en microscopio de luz. El uso
de estos colorantes posibilita la diferenciacion de células embriogénicas. La masa pro-
embriogénica (MPE) presenta dos tipos de células, el primer grupo es compuesto por células
isodiamétricas, pequefias y con citoplasma denso, tales células reaccionan al carmin acético
(CA), resultando de coloracion roja. El otro grupo es compuesto por células no embrionarias,
alongadas, vacuoladas y permeables al azul de Evans (AE), resultando de color azul (Silva,
2009).
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2.7. Disefio experimental

Se uso un delineamiento estadistico completamente al azar. Para el anélisis de varianza y la
comparacion de medias fue realizada con el software Infostat/L. Las diferencias entre las
medias se analizaron por un Test de Scott Knott. En todos los casos el nivel de significancia

utilizado fue de p <0,05.

3. RESULTADOS

3.1. Antioxidantes en la oxidacion de las hojas

A los 30 dias fueron analizados los diferentes tratamientos para ver el nivel de oxidacion de
las hojas. De las 20 repeticiones por tratamientos se descartaron tubos contaminados y se
calcul6 la media por tratamiento. Se le dio un valor de 0 a 100 % como se muestra en la tabla
1, de menos a mayor nivel de oxidacion de la hoja. Los tratamientos con luz y sin luz
manifestaron un 55 y 56,57 % de oxidacion en las hojas, en conjunto con el tratamiento con
acido ascorbico arrojando un valor de 51,38 % estos tres fueron los tratamientos con mas de la
mitad de la hoja oxidada (Fig. 1) por lo tanto se descartaron como tratamiento de

antioxidantes.

60

50 A

40 -

30 A

20 -

Oxidacion de la hoja (%)

10 -

0 :
Carboén activado PVVP-40 Ac.ascorbico Conluz En oscuridad

Figura 1. Media en porcentaje (%) de los diferentes antioxidantes en el control de la

oxidacion de las hojas de Jequitiba-rosa.
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Como se puede ver en la figura 1 el tratamiento con carbén activado muestra que las hojas por
tubo se mantuvieron sin oxidacion ya que mostro un 0 % de oxidacion en las hojas después de
los 30 dias. El tratamiento con PVP-40 fue el segundo mejor antioxidante con un porcentaje
de 27,02 %. Este altimo se utilizd durante toda la experimentacion a pesar de que el carbon
activado muestra mejores resultados. EI manejo de este compuesto es muy trabajoso puesto
que este precipita al momento de ser autoclavo y cuando se trabaja con méas de 150
repeticiones es muy dificil de usar. Si en un futuro este protocolo es utilizado para regenerar
plantas en masa eso dificultaria su uso. PVP-40 para la produccién en masa de plantas puede

ser una mejor alternativa.

3.2. Induccion de callos

A partir de los 30 dias se observo presencia de callo en las hojas, de las 30 repeticiones que se
hicieron por tratamiento, se descartaron las contaminadas con un porcentaje de un 58 %
considerandose repeticiones sin respuesta. Se evalu6 presencia y ausencia de callo en la hoja
tomando en consideracion cualquier muestra de masa callogénica. La mayor frecuencia de
explantes que formaron callo se observé mayoritariamente en el tratamiento 3 con una
concentracion de 0,1 mg L™ de ANA y 1 mg L™ de BAP con un valor de 25,5 %, con
diferencias significativas respecto al resto de los tratamientos (Fig. 2). Se observé un callo
pequefio de color marron claro en un comienzo el cual con el tiempo se torné un poco Mas
oscuro, esta aglomeracion de callo se desarroll6 en los lugares con heridas de la hoja,
especialmente en el contorno (Fig. 5b). EI segundo mejor tratamiento fue el nimero 2 con la
adicion de solo 3 mg L™ de BAP con un porcentaje de 10,5 % de presencia de callo en la hoja.
En el caso del tratamiento 4 y 5 la respuesta fue de un 4,5y 1,5 % respectivamente.
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HE T1: control

O 12 3mgL ! BAP

B T3 01mgl ! ANA+1mgL ! BAP
O T4:0.1mgL - ANA+1.5mg L] BAP
B T5-01 mgL ! ANA +3mgL ! BAP

10.5 % (b)

4,5 % (b)

Figura 2. Porcentaje de la presencia o ausencia de callo en hojas de Jequitiba-rosa. Medias
con letras diferentes difieren estadisticamente segun la prueba de Scott Knott para p < 0,05.

ANA: acido naftalenoacético, BAP: 6-bencilaminopurina

3.3. Efectos del BAP y la Cinetina en la iniciacion de callos friables

Los callos obtenidos anteriormente fueron transferidos a tratamientos con diferentes
concentraciones de BAP y Cinetina. A los 3 meses no se observa diferencia significativa entre
los tratamientos, pero luego de 5 meses las concentraciones mayores de BAP (8 mg L") son
estadisticamente diferentes respecto al otro tratamiento (Fig. 3). Callos de color blanco,
marrén claro y oscuro son observados en ambos tratamientos, la masa callogénica crecid

notablemente con respecto al callo inicial obtenido del explante (Fig. 5c).
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Figura 3. Peso fresco de callos (g) con diferentes concentraciones de BAP a los 3 y 5 meses
de cultivo. Medias con letras diferentes en cada columna difieren estadisticamente segun la

prueba de Scott Knott para p <0,05. ANA: acido naftalenoacético, BAP: 6-bencilaminopurina

En cuanto al experimento realizado con diferentes concentraciones de cinetina no muestran
diferencias significativas entre los tratamientos (Fig. 4). Concentraciones mayores y menores
de cinetina muestran casi los mismos resultados. La masa callogénica se vio aumentada a
pesar de no tener diferencias significativas, callos de color marrdon claro y oscuro son

frecuentes en las diferentes concentraciones hormonales.
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Figura 4. Peso fresco de callos (g) con diferentes concentraciones de cinetina a los 3 meses
de cultivo. T1: 0,1 mg L* ANA + 0,5 mg L™ CIN; T2: 0,1 mg L* ANA + 2 mg L™ CIN; T3:
0,1 mg L ANA + 2,5 mg L™ CIN; T4: 0,1 mg L* ANA + 3 mg L™ CIN. Medias con letras
diferentes en cada columna difieren estadisticamente segln la prueba de Scott Knott para p <
0,05.

3.4. Analisis de citoquimica

Se tomaron muestras de los callos con 8 mg L' BAP, dentro de este mismo tratamiento se
observo callo de tres colores diferentes (color blanco, marrén claro y oscuro) por lo tanto se
gener6 citoquimica de los tres. Fue observado que el colorante AE reacciond fuertemente con
las células callogénicas (Fig. 5), ciertas areas muestran coloracion roja debido al CA pero
estas areas son las menores. La reaccion al AE indica una alta presencia de células no

embrionarias.
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Figura 5. A: Explantes de hojas en tubos de ensayo; B: Hojas con presencia de callo a los 30
dias de inoculacién (medio con 0,1 mg L' ANA + 0,1 mg L' BAP); C: Callo después de 3
meses en medio con 0,1 mg L' ANA + 8 mg L' BAP; D, E y F: Células no embriogénicas de
callo de hoja (aumento de 40X y 10X para E y F), callo de color blanco (D), marron claro (E)
y marrén oscuro (F) de tratamiento 8 mgL‘1 BAP. Barra: Ay B=7,5mm; C=9 mm; D =50
pm; Ey F=100 um.
4. DISCUSION

La oxidacién fenolica de hojas es un problema relevante en el crecimiento y en la propagacion
de plantas in vitro, puede deberse tanto a aun componente ambiental como genético. Se ha
determinado que la oxidacion de los explantes se pueden controlar modificando las
condiciones ambientales del cultivo y manipulando el explante (Husain y Anis, 2009) o
mediante la adicion de antioxidantes al medio nutritivo (Bhatia y Ashwath, 2008). Aqui queda
en evidencia que antioxidantes quimicos como carbon activo y PVP-40 reducen la oxidacion
en hojas de Jequitiba-rosa, mientras que tratamientos en oscuridad o sin la adicion de un
antioxidante tuvieron un efecto negativo. Antioxidantes quimicos como carbo6n activo y PVP
son altamente usados tanto en especies lefiosas como arbustivas (Melo et al., 2001; Larson et
al., 2006; Araujo et al., 2016). El carbdn activado actda promoviendo la adsorciéon de los

exudados que genera el explante, los cuales provocan oxidacion y el PVP reacciona con los
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compuestos oxidantes, evitando que estos queden disponibles para ser oxidados (George et
al., 1996).

El efecto de los reguladores de crecimiento incrementé la formacion de masas celulares
indiferenciadas. La combinacién de citoquininas y auxinas promueve la induccién de la
division y diferenciacion celular (Tamakura y Tanaka, 2004). Como se observo en las Fig. 2 'y
3 la aplicacion de BAP generd una mejor respuesta en la produccion de callo. Este tipo de
respuesta fue observada por Rodriguez Beraud et al. (2014) y Santos (2016) en la
micropropagacion de hojas de especies lefiosas. Asimismo Pinto et al. (2002) logro aumentar
el porcentaje de callo aumentando las concentraciones de BAP en explantes de hojas de E.
globulus. En esta investigacion, la mayor produccién de callos se logrd con concentraciones
de 0,1 a 8 mg L de BAP con bajas concentraciones de ANA. La interaccién de estos
reguladores del crecimiento no nos determina un resultado certero ya que la respuesta también
depende de otros factores como la especie, la variedad, tipo y edad del explante, la condicion
del cultivo entre otros. Por lo tanto realizar una combinaciéon adecuada de reguladores es
importante para tener resultados de interés (Coutifio-Cortés et al., 2017). La tasa de respuesta
generada por el uso de BAP se debe a la induccion de la division celular y al aumento de las
células meristematicas. Las citoquininas estan involucradas en la funcién de ciertas enzimas
responsables de la produccion de tubilinas, que estan relacionadas con la mitosis y la meiosis,
jugando un papel importante en el metabolismo de las plantas (Haq et al., 2013). También
citosinas como la cinetina promovieron la proliferacion de callo a pesar de no tener
diferencias significativas se vio un aumento de masa en los diferentes tratamientos. Trabajo
como el de Guillén et al., 2015 obtuvieron aumento en el volumen de callo con
concentraciones de 0,5 mg L™ de CIN en hojas de Beaucarnea Inermis; con café (Coffea
canephora) utilizando 2 mg L™ de CIN obtuvieron gran crecimiento de callo y la friabilidad
deseada del mismo, pero no se obtuvo un alto porcentaje de desarrollo de callo embriogénico
(Paredes et al., 2013). Segun Bharathi y Elavarasi 2012, la eleccion de los reguladores de
crecimiento es de mayor importancia para la induccion de callo, méas alla de las diferentes
concentraciones. Algunos investigadores como Sarker et al. (2006) y Foo et al. (2018)
sugieren el uso de BAP y cinetina en conjunto para inducir brotes, lo cual se podria usar en
una futura continuacion de esta investigacion.

La reaccion a los colorantes citoquimicos posibilita la diferenciacion de células
embriogénicas. Se observé una alta reaccion al A.E. para el tratamiento con 8 mgL™ de BAP,

esto ocurre en aquellas células que presentan algun tipo de dafio en la membrana celular
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(Bhargava et al,. 2007). De acuerdo con Filonova et al. (2000) células altamente vacuoladas y
alongadas son la primera sefial de muerte celular por vacuolizacion. Estas células presentan
dafio en la membrana plasmatica lo que permite la tincion con A.E. George et al. (2008)
sugiere que para la proliferacion de MPE se deberia disminuir al minimo o eliminar las
concentraciones de auxinas para que los iniciar el desarrollo de los embriones. La auxina
controla los procesos basicos de division y elongacion celular por lo tanto seria favorable para
continuar con esta investigacion disminuir estos niveles de auxina para asi obtener la

formacion de embriones.

5. CONCLUSIONES

El uso de PVP como antioxidante en el medio de cultivo WPM es de alta eficacia al momento
de la inoculacién de hojas.

El uso de concentraciones bajas de ANA y altas de BAP mostr6 una alta proliferacion de callo
de hojas de Jequitiba-rosa.

Anélisis de citoquimica de los callos mostré una alta afinidad al AE mostrando que no hay
proliferacion de masa pro-embriogénica.

Se sugiere en una futura investigacion el uso de CIN y BAP, disminuyendo o anulando el uso

de ANA para el desarrollo de masa pro-embriogénica o el desarrollo de brotes.
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