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1. RESUMEN

El repollo es una hortalizade la familiade las Brasicaceas con gran importanciaeconomica
y agronémica. Esta planta se siembra en diferentes partes del planeta, debido a su alto
contenido en nutrientes y sustancias benéficas para la salud humana. Actualmente el repollo
se utiliza en estudios de transformacion genética de plantas con el proposito de desarrollar
nuevas variedades con mayor cantidad de nutrientes, resistenciaa otros climas, etc. En el
presente trabajo se busca desarrollar un procedimiento eficaz, empleando tres reguladores de
crecimiento (BAP, NAA y IAA) para la formacion de callos de hipoc6tilosy cotiledones, y
determinar el potencial de regeneracion de estos explantes en estado de callo. Cada cultivo
de callos se subcultivara en medio nuevo o fresco con la misma mezcla de reguladores de
crecimiento con el fin de iniciar la diferenciacion de las células. Se utilizara la variedad
Royale Vantage para la obtencion de plantulas y posteriormente los explantes. La mayoria
de los tratamientos utilizados en este experimento presentaron porcentaje de induccion de
callo. Con ayuda de los reportes presentados por Bakhtiar et al., (2016), se confirma que el
empleo de varios reguladores de crecimiento es mas eficiente tanto para induccién como
regeneracion de los callos formados. En el tratamiento 4 se mezclaron los tres reguladores
descritos, dando los mejores resultados en comparacion a los demas tratamientos utilizados,
concluyendo que si se mezclan més de tres reguladores de crecimiento aumenta el porcentaje

de induccidny regeneracion.

Palabras clave: Repollo, Royale Vantage, reguladores de crecimiento, transformacion,

explante, callo, hipocétilos, cotiledones, regeneracion.



2. INTRODUCCION

El repollo, una especie cominmente conocida por sus polimorfismos, comprende un gran
nimero de variedades de mucha importancia en el consumo humano. Las hortalizas que
comprenden estas especies son el brdcoli, col de Bruselasy coliflor y debido a su importancia
nutricional son utilizados como sujetos de prueba para modificaciones biotecnoldgicas
(Vinterhalter etal., 2007). Por esarazon comenzaron las investigaciones utilizando ingenieria
genéticade la familia Brassicaceae, lo que ha generado gran interés desde que los protocolos
efectivos de regeneraciony transformacién se publicaron.

Debido a su susceptibilidad a enfermedades causadas por los hongos Botrytis cinerea,
Alternaria brassicola, Plasmodiophora brassicae o Phytium spp. u otro agente causal de
enfermedades, las técnicas de cultivo de tejidos vegetales se han optado para la obtencionde
plantulas libres de fitopatdgenos (Sretenovi¢-Rajici¢ et al., 2007).

El uso de técnicas de regeneracion empleando reguladores de crecimiento han demostrado
ser muy Utiles para la obtencion de brotes o embriones, segin sea el interés de los
investigadores, yasea la induccion de organogénesis o embriogénesis (Sparrowet al., 2004).
Con respecto al repollo, los explantes que presentan mejor potencial de regeneracién y los
maés utilizados incluyen los hipocotilos, cotiledones, raices, hojas, segmentos del peddnculo,
incluso los callos y los cultivos de células pueden ser utilizados como explantes, capas de
celulas delgadas, protoplastos y embriones cigoticos inmaduros (Kietkowska y Adamus,
2012).

Por otra parte, el estudio del potencial de regeneracién de diferentes variedades de repollo es
benéfico, en este estudio se presenta un protocolo para lainduccion de callos y diferenciacion
de los mismos in vitro en explantes de hipocétilosy cotiledones utilizando reguladores de

crecimiento, de la planta de repollo variedad Royale Vantage.



3. JUSTIFICACION

En esta investigacion se analizo el uso de diferentes concentraciones de reguladores de
crecimiento, especificamente auxinas y citoquininas, para establecer un protocolo para la
induccion y la diferenciacién de callos en dos tipos de explante, obtenidos de plantulas de
repollo cultivadas in vitro. Ademas, la investigacion contribuira a disefiar y mejorar
protocolos que favorezcan a la investigacion con repollo. De este modo, se comprenderan los
procesos fisioldgicosy la interaccion de los reguladores de crecimiento con los explantes de

hipocotilosy cotiledones.

3.1. OBJETIVO PRINCIPAL

e Establecer unprotocolo que permitalaobtencion de callos de repollo (variedad Royal

vantage) y su diferenciacion en condiciones in vitro

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el mejor tratamiento antiséptico para semillas de repollo que seran
cultivadas in vitro;

e Determinar cudl es el mejor explante para llevar a cabo la induccion de callos de
repollo;

e Determinar la mejor concentracion de reguladores del crecimiento para la induccion
de callos de repollo;

e Determinar la mejor concentracion de reguladores del crecimiento para la

diferenciacionde los callos de repollo.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1. Antecedentes

Brassica oleracea es una especie nativa de Europa, cabe mencionar que el broccoli, repollo,
coliflor, col de Bruselas y colirrdbano son plantas la misma especie. Gracias a la
domesticacion, la diferenciacion de varias formas de especializacion de diferentes 6rganos
de las plantas ha surgido nuevos cultivos (Haynes et al., 2009). El origen del repollo se
remonta a tiempos antes de cristo, en regiones del mediterraneo y los litorales de Europa
Occidental. Esta plantaera conocida como berza silvestre (Brassica oleracea var. Sylvestris)
(Maroto Borrego, 2002). Fue domesticada por primera vez en Europa del Este por los
romanos y los griegos, cuando cultivaban col rizaday repollo sin cascara durante el Siglo |
(Sauer, 1993). Posteriormente fue cultivada por los celtasy recibié el nombre de “Bresic”,
ya que se piensa que fue un probable progenitor del actual género “Brassica”. Sin embargo,
otros estudios demuestran el origen de un ancestro comun de coles y repollo sin cascara
cultivados en Portugal, Espafia y Francia (Agnola et al., 2003). (Agnola et al., 2003) también
mencionan que la domesticacion de esta planta ocurrié en China mucho antes de ser

introducidaa Europa.

4.2.  Cultivo de repollo

El repollo es uno de los vegetales mas cultivado alrededor del mundo. Es uno de los alimentos
mas importantes para el consumo humano debido a su importancia socioeconémica, ya que
contiene grandes valores nutricionales, propiedades terapéuticas, entre otras caracteristicas
(de SOUZA, 1998). Cada cultivar de esta planta varia en tamario, forma, color y textura de
las hojas (figura 1) (Singh et al., 2006). De acuerdo con las estadisticas, cada afio se
consumen 7 kg de vegetales pertenecientes al género Brassica por persona en un hogar en el
mundo (Schuller y Chelwing-Grzybowska, 2006). Asimismo, el repollo es consumido de

diferentes maneras, por ejemplo, crudo, hervido, en ensaladas o en algunos casos fermentado.



Figura 1. Tipos de colesy sus diferentes formas

El repollo, contiene propiedades antioxidantes, antibacterianas y antiinflamatorio, y es usado
como medicina tradicional contra enfermedades gastrointestinales (gastritis, Ulceras, etc.),
asi como también en dietas para perder peso (Samec et al., 2011).

De las especies vegetales pertenecientes a la familia Cruciferae, el repollo es la més
importante de todas. Gracias a los avances genéticos tradicionalesy la ingenieriagenética se
ha logrado mejorar esta planta, confiriéndole resistencia a otro tipo de latitud (figura 2),
debido a que en condiciones nativas el repollo es cultivado en regiones donde las

temperaturas son frias y templadas (Maroto Borrego, 2002).
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Figura 2. Repollo cultivado en la Republica
Mexicana

En los estados productores de la Republica Mexicana se ha reportado que se siembran
aproximadamente 6270.3 has de repollo, siendo el Estado de Nuevo Ledn el productor
principal de esta hortaliza, seguido del Estado de Chiapas (Santiago-Lastray Perales-Rivera,



2007). Las principales variedades sembradas en México son Blue Vantage y Royal Vantage,
Bravo, Azurro F1, Escazu y San Juan, cada una procedente de diferentes casas comerciales
o semilleras como lo son Syngenta, Sakata, Hm. Clause, entre otras. Sin embargo, para que
la planta de repollo alcance su maximo desarrollo se requieren condiciones especificas
(Zamora, 2016).

4.2.1. Necesidades requeridas para el cultivo

El rango 6ptimo de temperatura para el desarrollo de repollo esta entre 15 y 18 °C. Si la
temperaturaalcanza un méximo de 25 °C el crecimiento de la planta es mas lento, mientras
que la temperatura minimaes de 0 °C. Sin embargo, las plantas después de su germinacion
pueden tolerar temperaturas frias y calidas al igual que las plantas adultas. Algunas
variedades de repollo logran tolerar temperaturas de hasta -10 °C. Toleran tanto bajas como
altas temperaturas (Maroto Borrego, 2002).

El repollo puede adaptarse a suelos de tipo limo-arenosos a limo-arcillosos. También es
ligeramente tolerante a pH é&cidos de rango de 6 a 6.5. cabe mencionar que puede
desarrollarse bien en suelos moderadamente arenosos y pesados. Aunque se recomienda que
se cultive en suelos que retengan humedas, fértiles, profundos y con un buen drenaje. Es
importante mantener un buen pH con un rango 6ptimo de 6 a 6.5 para que no se presente una
deficiencia nutricional y para que no haya un crecimiento tanto de hongos como bacterias
(Maroto Borrego, 2002). Al igual que el pH, la salinidad debe mantenersea un valor optico
de 2.8 dS/m, ya que puede llegar a evitar el crecimiento de la planta. El repolloes sensiblea
las sales con un valor de 1.8 dS/m, y cuando se cultiva en suelos arcillosos puede tolerar
hasta 1.2 dS/m. Si se llegaa cultivar en suelos muy arenosos puede tolerar 3.5 dS/m mientras
que en suelos mediostolera 2 dS/m (Méndez Correa y Morfin Cartagena, 2006).

La planta requiere grandes cantidades de agua, sin embargo, durante la formacion de cabeza
se requieren ain mas. Se puede regar utilizando aspersores durante la etapa de germinacion.
Cuando las plantulas comienzan a emerger, los cultivos pueden ser irrigados por medio de
riego por goteo o riego por microaspersion, ya que este Ultimo es mas usado en plantas
cruciferas (Erie et al., 1982). Como cualquiertipo de hortaliza, la fertilizacion es una de las

caracteristicas mas importantes durante el crecimiento de las plantas, debido a que



proporciona los nutrientes para obtener una buena produccion. Dependiendo de la zona que
cultive, esta planta ocuparéa diferentes fertilizantes, por ejemplo, en zonas del noreste donde
la produccion de repollo es escaza, se requiere fertilizacion con nitrégeno ya que los suelos
contienen niveles bajos de este elemento (RAMIREZ CEPICIO, 1994) (Thompson et al.,
2000). En el caso de la cosecha, el repollose corta con un cuchillo lechuguero debajo de las
hojas que cubren la cabeza. El corte se realiza de 120 a 150 dias despues de la siembra. Son
empacados y encerados en la caja de cartdn con un peso aproximado de 20 kg y 18 a 24

cabezas de repollo por caja (Lorenz y Maynard, 1988).

4.3. Clasificaciontaxonémica

De acuerdo con (Vigliola, 2010), el repollo tiene una clasificacion taxonémica de la siguiente
manera:
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Superdivisién: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dilleniidae
Orden: Capparales
Familia: Brassicaceae
Género: Brassica
Especie: oleracea

Variedad: Royal Vantage

4.4.  Descripcion botanica del repollo

El repollo es una planta bianual y pertenece a la familiade las cruciferas. La plantade repollo
tiende a formar un tallo lefioso de tamafio corto y sin ramificaciones, contienen hojas

modificadas adheridas al tallo y las mismas hojas definen que tan compacta es la cabeza del



repollo. Contiene raices secundarias y su raiz principal es de forma cilindrica y pivotante
(figura3) (Babulaet al., 2007).

Figura 3. Ramificaciones radicalesy hojas adheridas al
tallo lefioso

El repollo posee un gran numero de ramificaciones radicales demasiado finas y un gran
numero de pelos absorbentes, lo que la hace una planta con gran capacidad de absorcion
(Sarita Valdez, 1993).

En cuanto a la cabeza de repollo, esta presente en el tallo que sostiene altos niveles de hojas
no desplegadas, donde cada hoja esta encimauna de otra. Las hojas adultas rodean desde una
yema terminal hasta las hojas méas jévenes, lo que le da su forma redonda caracteristica
(figura4) (Fuentesy Perez, 2003).

Figura 4. Cabeza de repollo en etapa final de desarrollo

4.5.  Cultivo de tejidos vegetales

El cultivo de tejidos vegetales es Ilamado de varios modos, cultivo in vitro, cultivo axénico
0 cultivo estéril es una de las herramientas mas importantes en estudios tanto basicos y

aplicados, aunque también es utilizado para motivos comerciales (Thorpe, 1990). En



términos generales el cultivo de tejidos vegetales es el cultivo de células, 6rganos, tejidos y
sus componentes en condiciones in vitro (figura 5), es decir, manteniendo sus condiciones
fisicasy quimicas.

Figura 5. Propagacion de plantas in vitro

Este término fue propuesto por Gottilieb Haberlandt de la Academia Alemana de Ciencias
en el afio de 1902 (Neumannet al., 2020). Ademas, propuso el término de “totipotencialidad”
basandose en la teoria celular de Schleiden y Schwann (1839) e indicé que la técnica de
cultivar células vegetales aisladas en soluciones nutritivas permite la investigacion de
problemas importantes en la planta con el propésito de continuar con la experimentacion en
un futuro (Kotte, 1922).

La totipotencialidad se puede interpretar de distintas maneras; una de ellas es la capacidad
de desarrollar un organismo completoy la otra la capacidad de diferenciar en cualquier tipo
de célula en un organismo. En el sentido estricto, solamente los cigotos 0 embriones son
totipotentes. Haberlandt hipotetizé que la mayoria de las plantas pueden ser regeneradas a
partir de células somaticas. Steward et al., (1958) demostro que los segmentos de tejido
diferenciado de floema secundario de zanahoria pueden regenerar a la planta completa,
destacando el potencial totipotente de las células somaticas (figura 6). De esta manera hubo
evidencia experimental que apoyo la hipotesis propuesta por Herbelandt (Su et al., 2021).
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Figura 6. Estado totipotente de las células somaticas.

Fuente: Su et al., (2021).

Gautheret fue el primero en realizar un verdadero cultivo de tejidos vegetales utilizando el
cambium de la planta Acer pseudoplatanus. También obtuvo resultados positivos con otras
plantas tales como: Ulmus campestre, Robinia pseudoacacia y Salix carpea usando medio
de cultivo sélido de Knop (Gautheret, 1939). Otras especies vegetales, como es el caso de
Nicotiana glauca, fueron estudiadas realizando cultivos tumorales para la creacion de un
hibrido de dicha planta, Nicotiana langsdorffii (White, 1939), necesaria la adicion que
auxinas debido a que puede crecer en medio de cultivo sin ningun otro suplemento, incluso
para diferenciar raices y brotes (Nobécourt, 1939).

Con el paso del tiempo, se han incrementado las aplicaciones de las técnicas de cultivo de
tejidos vegetales para resolver varios problemas de diferentes areas; como agricultura,
horticultura, biologiabasicay forestales (Vasil y Thorpe, 2013).

(Hammerschlagetal., 1988), describieron un sistema que agrupa cinco etapas para el cultivo
en sistemain vitro, que consistenen la seleccionde la especie, establecimiento del medio de
cultivo, desarrollo del tejido, enraizamiento y acondicionamiento y aclimatacién. Dichas

etapas deben tomarse a consideracion cuando se trata de realizar una investigacion.

i.  Seleccion de la especie: al inicio del experimento, se deben presentar plantas con
caracteristicas especiales tales como plantas libres de patdgenos, vigorosas y que sean
estables en condiciones de climaextremo. De esta manera, se da inicioa la cadena de

investigacion.
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Eleccion del medio de cultivo: la seleccion de un medio de cultivo adecuado es una
parte fundamental en el desarrollo de experimentos in vitro. El medio basico o
también llamado basal, empleado en la elaboracion de medios de cultivo no puede
fomentar el desarrollo de las células, por lo que es necesario buscar cambios con el
proposito de conseguir respuestas en el crecimiento de un explante. Un medio de
cultivo contiene carbohidratos, sales organicas e inorganicas, vitaminas, reguladores
de crecimientoy un agente gelificante. En casos especiales el agente gelificante no
se afade en la formulacion de medios de cultivo dependiendo del propdsito de la
investigacion. También pueden afiadirse otros compuestos como aminoacidos,
retardantes, compuestos naturales y antioxidantes. Los compuestos que se afiaden al
medio de cultivo dependeran del tipo de explante que se utilice durante la
investigacion.

Desarrollo de los tejidos: es importante mencionar que los diferentes procesos de
propagacion in vitro requieren de un equilibrio de reguladores de crecimiento para
lograr los resultados deseados sin alterar fisiol6gicamente el explante y asi pausar el
optimo desarrollo de los mismos. Los procesos de desarrollo de tejidos incluyen la
embriogénesis somatica que consiste en la formacidn de embriones sin la fusion de
gametos, la propagacion clonal que no es mas que la forma mas comdn de
multiplicacion de especies vegetales, organogénesis, directa e indirecta, que es la
formacion de brotes a partir de un tejido de una planta, y la indirecta cuando se
generan brotes a partir del desarrollo de callos previamente formados.
Acondicionamiento: el acondicionamiento de las plantulas en laboratorio tiene
implicaciones en el monitoreo del fotoperiodo y la intensidad luminica, temperatura
y, generalmente, en respuestas fisioldgicas. (Kamaday Harada, 1979) describieronla
utilizacion de tres reguladores de crecimiento, los cuales son acido 3-indol acético,
acido 2-(1-naftalénacético) y acido indol butirico en concentraciones que van desde
0.1 a 5.0 mgL-1. También sugieren reducir los niveles de nutrientes tanto macro
como micro y aumentar los compuestos con aminoacidosy vitaminas.

Adaptacion: es la etapa final en el cultivo de tejidos vegetales, cuando las plantulas
obtenidas in vitro son transferidas al exterior. Para lograr este proposito se debe de
preparar a la plantula por medio del proceso de adaptacion. Las plantulas que son
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transferidas a campo son trasplantadas en sustratos estériles y en invernaderos, para
prestar atencion si ocurren cambios en los procesos fisiologicos (Perea Dallos et al.,
2009).

4.5.1. Requerimientos generales del cultivo de tejidos vegetales

Para que el cultivo de tejidos vegetales tenga éxito, un laboratorio de investigacion o de
interés comercial debe contener ciertos instrumentos, reactivos y cuartos especializados para
el almacenamientoy lavado, tales como almacenamientoy lavado de cristaleria y plasticos,
establecer un lugar para la preparacion, esterilizacion y guardado de los medios nutritivos,
asi como también el establecimiento de una zona aséptica para la manipulacion del material
vegetal, incubadora para el mantenimiento de los cultivos bajo condiciones controladas de
temperatura, luz y humedad, y la observacion de los cultivos desarrollados in vitro (Bhojwani
y Dantu, 2013).

4.5.2. Estructuray utilidades

La infraestructura de un laboratorio donde se realice investigacién en cultivo de tejidos
vegetales debe tener al menos cuatro habitaciones:

= Cuarto de lavado del material utilizado;

= Cuarto de preparacion de medios de cultivo;

= Area estéril para la manipulacion del material vegetal;

= Cuarto de crecimiento o aclimatacion para el mantenimiento de los cultivos en

ambiente controlado.

Adicionalmente, el cuarto de crecimiento debe tener un microscopio estereoscopio y una
buena fuente de luz de fibra Optica para la observacion de los cultivos (Bhojwani y Dantu,
2013). Es importante que el laboratorio esté limpio y que el movimiento, ya sea de los

cultivos del material vegetal o del medio de cultivo, sea delicado.
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45.3. Cuarto de lavado

Dependiendo de la disponibilidad de fondos y espacio las areas de lavado y esterilizacion
deben estar separados o en una sala comdn. En tal caso, debe contener un adecuado
suministro de agua caliente y fria, junto con un fregadero resistente a &cidos y alcalinos. El
agua que se use idealmente debe contener una conductividad 5.0 pmhos cm-* aunque si la
conductividad incrementaa 15 pmhos cm es aceptable. El agua se puede purificar mediante
destilacién, deionizacion o por 6smosis inversa. En ocasiones la combinacién de dos 0 més
métodos es necesario. El agua destiladao desionizada también puede usarse en laboratorios
de ensefianza o para enjuagar el material, pero en el caso de una investigacidn y propositos
comerciales es necesario la instalacion ya sea aparato de destilacion para agua, una unidad
de osmosis inversa o un sistema de ultrapurificacion. Para un laboratorio de investigacion
una unidad de destilacion de vidrio con una capacidad de 1.5 a 2 L h* es suficiente. La
eleccion entre los sistemas dependerd en que tan pura se requiere el agua, la velocidad de
produccidén y los costos. Incluso si hay agua de calidad disponible no puede ser usada para
lavados finales del material utilizado o para la preparacion, debido a que puede contener
impurezas como compuestos inorganicos y organicos, gases disueltos, particulas o

microorganismos (Loyola-Vargasy Ochoa-Alejo, 2018).

4.5.4. Sala de preparacion de medio de cultivo

Esta sala debe de estar equipada con una mesa cubierta con granito o con una lamina a modo
de proteccion. También uno de los instrumentos mas importantes que deben estar presentes
es la balanza electrénica con capacidad de pesar largas cantidades y una balanza analitica
para pequefias cantidades de quimicos. Un refrigerador con congelador incluido es
indispensable para el almacenamiento de ciertos quimicos, material vegetal y soluciones
stock. Ademas, un potenciometro con un solo electrodo que pueda leer conductividad debe
ser proporcionado.

Para el caso de la esterilizacion por calor de los medios de cultivo se necesita una autoclave
0 una olla de presion doméstica, dependiendo de la cantidad de material que se requiera

esterilizar. Como anexo, es importante tener a la mano un extintor de fuego y un kit de
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primeros auxilios para cuando se presenten emergencias dentro del laboratorio (Loyola-
Vargas y Ochoa-Alejo, 2018).

455. Cuarto de transferencia

En un laboratorio de investigacion, las salas donde se transfieren las plantulas estan dentro
de la habitacién de crecimiento o la de preparacion de medios de cultivo, o incluso en otro
lugar dentro del laboratorio. Aqui se ubican las camaras de transferencia para manipular de
manera aséptica las plantulas. Si se requiere transportar cultivos o medios de cultivo dentro
o fuera del cuarto de transferenciael empleo de carritos con dos 0 mas estantes son de gran
ayuda. Si se emplea el uso de fuego o calor dentro de esta area, es importante mantener un

extintor de fuego al alcance.

45.6. Salade crecimiento

Este tipo de salas necesitan estar cerradas y ademas se requiere dispositivos de control de
temperaturay luz. La temperatura es controlada por medio de aire acondicionado. Un aire
acondicionado ayuda a mantener la presion de aire positiva. Estos aparatos deben mantener
latemperaturaa 25 +/- 2 °C. Para temperaturas altas o bajas se requiere utilizar incubadoras
especiales que proporcionen luz fluorescente. Los cultivos que se encuentren en etapa de
crecimiento permanecen en un anaquel especial el cual puede ser movible o estable. Cuando
se trata de realizar mantenimiento a los cultivos en diferente rango de fotoperiodo y

temperatura es recomendable tener més de una salade crecimiento (Perea Dallos et al., 2009).

45.7. Invernadero

Con el fin de continuar con el crecimiento de las plantas, las especies producidas in vitro se
aclimatan en invernaderos elaborados de cristal, polietileno o policarbonato dependiendo del
presupuesto. En ocasiones una autoclave en esta area se requiere para esterilizar el sustrato

de las plantulas (Kumar y Loh, 2012).
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45.8. Cuarto frio

Estas salas son usadas para mantener plantas a temperaturas que van de 2 - 4 °C para plantas
de clima templado a 15 °C para plantas tropicales. Ademas, son usadas para romper la
dormanciade las semillas o guardar medios de cultivos, mantener cultivos con plantas madre

y plantas cosechadas (Mageau, 1991).

4.6. Medios de cultivo

Para la germinacion, crecimiento de una planta, induccidn de callos, brotes, raices, etc., y
regeneracion de esta es necesario un medio de cultivo que contenga todos los nutrientes,
vitaminasy suplementos necesarios que cumplan las necesidades de las plantas o el material
vegetal (Gautheret, 1939).

La mayoria de los medios de cultivo desarrollados en el transcurso de los afios, se basaron
en la solucion de sal de Knop (1865) y el medio de cultivo para algas desarrollado por
Uspenski y Uspenska (1925). Los medios basicos méas usados incluyen el medio MS
(Murashigey Skoog), Linsmaiery Skoog (LS), Gamborg (Bs) y el medio de Nitsch y Nitsch
(NN) (Torres, 1989).

4.6.1. Composicion del medio de cultivo

Un medio de cultivo tipico debe contener elementos minerales como fuente principal, tales
como el potasio, calcio, magnesio, nitrégeno, fosforo y sulfuros; en grandes cantidades
(macroelementos). También se requieren otro tipo de elementos (micronutrientes) en
cantidades mas bajas, como el fierro, manganeso, cobre, zinc, boro y molibdeno para el
crecimiento de los tejidos (de Fossard, 1976). Cada elemento proporciona un factor activoen
iones de otros tipos. Un tipo de ion puede contribuir en méas de una sal en el medio de cultivo,
es decir, los iones de NO3 son contribuidos por NH4sNOs y por KNOs, asi como los iones de
K son contribuidos por KNO3 y por KH,PO; (tabla 1). Sinembargo, existen otros compuestos
presentes en los medios de cultivo como lo son las vitaminas y aminoacidos esenciales

(George et al., 2008). Asimismo, Utami y Hariyanto (2020) reportan el uso de otros
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compuestos que funcionan como caldos nutritivos de composicion indefinida, por ejemplo,

la leche de coco (CM), jugo de tomate (TJ), hidrolizado de caseina (CH), extracto de malta
(ME) y extracto de levadura (YE).

Tabla 1. Composicién del medio de cultivo Murashigue y Skoog (MS).

Ingredientes Concentracion (mgL™)
Macroelementos
Nitrato de amonio 1650.000
Cloruro de calcio 332.200
Sulfato de magnesio 180.690
Nitrato de potasio 1900.000
Fosfato de potasio monobasico 170.000
Microelementos
Acido borico 6.200
Hexahidrato de cloruro de cobalto 0.025
Sulfato de cobre pentahidratado 0.025
Sal disddicadihidratada EDTA 37.300
Sulfato ferroso heptahidratado 27.800
Sulfato de manganeso monohidratado 16.900
Acido molibdico 0.213
Yoduro de potasio 0.830
Sulfato de zinc heptahidratado 8.600
Vitaminas
Myo-Inositol 100.000
Acido nicotinico 0.500
Piridoxina HCI 0.500
Hidroclorato de tiamina 0.100
Aminoacidos
Glicina 2.000
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Total (grL?) 4.4

4.6.2. Nutrientes inorganicos

También conocidos como macronutrientes, son aquellos que se requierenen cantidades con
unidad de milimolar (mM). Los elementos que se encuentran en esta categoria son: calcio
(Ca*?), potasio (K*), magnesio (Mg*?), nitrégeno (NOjz), sulfuros (SO42) y fésforos (PO43)
y cada uno de ellos son de suma importancia para la elaboracidn de un medio de cultivo para
cultivo de tejidos.

Estos elementos son obtenidos a partir de compuestos, como es el caso del potasioy el calcio
que provienen como KCIl o KNOs; y CaCl,.2H;0. Sin embargo, el nitrogeno se afiade en
forma de iones de amonio o nitrato (NHs* y NO3").

Existen otros nutrientes, también llamados micronutrientes, que son agregados al medio de
cultivo en pequefias cantidades y también son de gran importanciaen los medios de cultivo.
Por lo general, los micronutrientes tienen funcion como cofactores enzimaticos y los
elementos que se encuentran en esta categoria son: boro (BO3?), manganeso (Mn*?), hierro
(Fe*?), zinc (Zn*?), cobre (Cu*?), molibdeno (MoOy) y cobalto (Co*?). Cabe mencionar que
el elemento hierro se le agrega un agente quelante como el EDTA para asegurar la viabilidad
del ion hierro (Perea Dallos et al., 2009).

4.6.3. Nutrientes organicos

Asi como se requieren nutrientes inorganicos, también un medio de cultivo para tejidos
vegetales requiere nutrientes organicos. Estos nutrientes se agregan al medio en forma de
aminoacidos o vitaminas.

Algunas vitaminas actllan como coenzimas para el crecimiento de las plantas, donde las més
importantes son aquellas pertenecientes al grupo B; viz, tiamina (vitamina B;), &cido
nicotinico (niacina o vitamina Bs), piridoxina (vitamina Bs) y myo-inositol. La concentracion
que se afade al medio de cultivo varia, de acuerdo con las necesidades de la planta.

De acuerdo a varias investigaciones, solo la tiaminay el myo-inositol son consideradas las

vitaminas esenciales en la formulacion de medios de cultivo para tejidos vegetales.

17



Mientras tanto, no se ha demostrado que los aminoacidos sean necesarios en un medio de
cultivo debido a que se agregan en pocas ocasiones para que forme parte de la composicion
de un medio de cultivo (Abobkar y Ahmed, 2012). La glicina es el aminoacido mas comdn
encontrado en los medios, la L-glutamina, asparagina, serinay la prolina. Por lo general los
aminodcidos funcionan como fuentes orgéanicas de nitrégeno reducido. Sin embargo, la
presencia de fuentes inorganicas de nitrogeno, como el amonio, es suficiente para cubrir la
necesidad de la planta, por lo tanto, no se requiere presencia de aminoacidos (Perea Dallos
etal., 2009).

4.6.4. Fuente de carbono

Debido a la ausencia de fotosintesis por faltade CO, y de intensidad de luz en los medios de
cultivo no hay un intercambio adecuado de gases, por lo cual es necesario la adicion de una
fuente de carbono para la funcidn de ciertas actividades metabdlicas. La sucrosa es la fuente
de carbono més utilizada en la formulacion de medios de cultivo a una concentracion de 2 %
a 5% (peso / volumen). Se ha demostrado que la sucrosa esterilizada por autoclave con el
medio de cultivo proporciona mejor crecimiento de los tejidos que la sucrosa filtrada para
esterilizacion. Gracias a la esterilizacion por autoclave se presenta una hidrélisis de la sucrosa
en azUlcares de facil asimilacién por la planta, como lo son la glucosa y la fructosa. Cabe
mencionar que no solo actda como fuente principal de energiasino también como uno de los
mayores componentes osmaticos del medio proporcionando el 50 % o mas del potencial
osmotico, mientras que las sales solo contribuyen de un 20 a 50 %.

En la formulacién de medios de cultivo se pueden utilizar otras fuentes de carbono como lo
son: la maltosa, galactosa, manosa y lactosa; cada una con beneficios diferentes (Bhojwani
etal., 2013).

4.6.5. Agentes gelificantes

Uno de los elementos més importantes presentes en los medios de cultivo para tejidos
vegetales son los agentes gelificantes. Cuando se utiliza un medio de cultivo liquido, los
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explantes o el material vegetal tiende a sumergirse y morir a causa de condiciones
anaerobicas. Las caracteristicasque debe tener un agente gelificante son:

> Que sea inerte

> Resistente a esterilizacion por autoclave

» Que sea liquido mientras esta caliente
Con ayuda de los agentes gelificantes los explantes pueden mantenerse en la superficiey se
mantienen aireados. Debido a que los agentes gelificantes provienen de organismos, por lo
tanto, son productos bioldgicos, pueden contener contaminantes organicos e inorganicos.
Existen diverso agentes gelificantes los cuales los méas destacados son el agar, la agarosa y

Gellan gum (phytagel o Gelrite) (Kacar et al., 2010).

4.6.6. Agar

El agar es obtenido de un alga roja llamada Gelidium amansii y es la mas comun de los
agentes gelificantes. Una de sus caracteristicas es que es un polisacarido de alto peso
molecular, formado por moléculas de galactosa, que puede unirse al agua. Ademas, que su
firmeza esté estrechamente ligada a la concentracion de agar y el pH del medio de cultivo
durante la esterilizacion por autoclave. Este agente gelificante solidifica a 45 °C y la

concentracion adecuadaes de 0.8 a 1 % (p/v) (Debergh y Read, 1991).

4.6.7. Agarosa

Otro agente gelificante usado en la formulacion de medios de cultivoes la agarosa, formada
por moléculas de B-D (1-3) y 3,6-anhydro-a-L (1-4) galactopiranosa. Su obtencién se basa
en la purificacion del agar eliminando agaropectinas con grupos sulfato. Es usado en una
concentracionde 0.4 a 1.0 %. A diferencia del agar la agarosa es mas costosa y se funde a
una temperatura de 30 °C. Sinembargo, la agarosa es adecuada para probar otros ingredientes

durante la formulacion de medios de cultivo que son termolabiles (Deberghy Read, 1991).
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4.6.8. Gellangum

Es un polisacarido linear obtenido de la bacteria Pseudomonas elodea y distribuido por la
casa comercial C.P: Kelco & Co., con el nombre “Gelrite” y por Sigma-Aldrich Chemical
Co., con el nombre de “Phytagel”. Se ha convertido en un sustituto del agar y la agarosa en
formulaciones de medios de cultivo debido a que no requiere calentamiento, sino que se
puede preparar en soluciones frias. Una desventaja de usar este agente gelificante es que la
concentracion de cationes divalentes, tales como calcio y magnesio, debe estar estrictamente
en rango a la concentracion de Gellan gum para gelificar (Smithet al., 2007).

La concentracidon adecuada que debe afiadirse durante la preparacion de medio de cultivoes
de 0.1 a 0.2%. También facilita la observacidn de semillas o cualquier otro material vegetal
debido a que el gel tiene un color claro (Jain y Babbar, 2002). Cabe mencionar que, a
diferenciade otro agente gelificante, lafirmezade gelificacion no se ve afectadaen un amplio

rango de pH.

4.6.9. pH del medio de cultivo

El pH es una propiedad importante en la preparacion de medios de cultivo debido a que tiene
gran influenciaen laasimilaciénde los nutrientes por parte del material vegetal, en lafirmeza
del agente gelificante (en caso de agar y agarosa) y la solubilidad de sales (Skirvin et al.,
1986).

Generalmente, un medio de cultivo debe contener un pH de 5.8. Si el pH es mayor a 6.0
proporciona un medio con mayor dureza y un pH menor a 5.0 no permite la gelificacion del
agar debido a su hidrolisis durante la esterilizacion por autoclave. Después de la esterilizacion
el pH disminuye de 0.3 a 0.5 unidades. Cuando se establece un tejido u otro material vegetal
el pH cambia de unidad debido a la oxidacion, por la asimilacion de iones (como el NH4*"y

NOs") y por la secrecion de sustancias por parte del explante (George et al., 2008).
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4.7.  Cultivo de repollo in vitro

El cultivo in vitro de repollo ha sido reportado por varios grupos de cientificos donde
exploran diferentes tipos de explantes tales como protoplastos de mesofilo, microsporas,
cotiledones e hipocétilos, raices, apices meristematicos, yemas laterales, embriones
androgénicos, embriones cigoticos inmaduros, peciolos y hojas (Chen et al., 2004; Sharma
et al., 2014; Krzyzanowska et al., 2006; Pavlovi¢ et al., 2013; Daud et al., 2015). Para
desarrollar el mejor protocolo de regeneracion de repollo, se deben examinar diferentes
factores importantes como el tipo de explante, edad de la planta, suplementacién con
reguladores de crecimiento, entre otros factores (Munshi et al., 2007).

Estudios realizados por Ravanfar et al., (2014) y Pavlovic¢ et al., (2013) demostraron que los
callos obtenidos de hipocotilos presentan mayor eficienciaen regeneracion de una planta en
las subespecies italicay capitata. Adicionalmente, subcultivos de callos de hipocoétilos no
presentan altos niveles de regeneracion de raices (Gerszberg et al., 2015).Por otra parte
explantes de hipocétilos contienen una respuesta morfogénica mas rapida, en comparaciona
explantes de cotiledones (Ravanfar et al., 2014)

Cardoza y Stewart, (2004) mencionan que los explantes con edad de 3 a 5 dias tienen los
mejores resultados, en cuanto a regeneracion, de varias especies de Brassica. Sin embargo,
los explantes jovenes obtenidos de plantas de 5 dias de edad son demasiado pequefios para
su manipulacion. Por lo tanto, se ha optado por utilizar plantas de 10 dias o0 mas (Gambhir et
al., 2017).

4.8. Reguladores de crecimiento

Las fitohormonas o reguladores de crecimiento pueden definirse como compuestos que
afectan procesos metabdlicos o de desarrollo en plantas superiores, cominmente en
concentraciones bajas. No contienen valores nutritivos para las plantas y no son fitotoxicas.
Los reguladores de crecimiento estan asociados al incremento o reduccién del crecimiento
de las plantas, a la floracion, formacion de frutos, madurez de frutos, defoliacion y rasgos de
calidad (Rademacher, 2015).
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Existen 5 grupos principales de reguladores de crecimiento, auxinas, citoquininas,
giberelinas, etileno y acido abscisico. Para la mayoria de las aplicaciones, las auxinas y
citoquininas son las mas importantes y comdnmente la concentracion de reguladores de
crecimiento se mide en mgL™* (Baute et al., 2016).

Los reguladores de crecimiento son empleados en areas encargadas de la produccion de
hortalizas como lo son la agricultura, horticulturay viticultura para obtener ventajas de los
cultivos, principalmente ante la susceptibilidad a estrés bidtico y abiotico. Mejoran la
estructuramorfolégicade las plantas y los frutos, facilitan la cosecha, incrementa cualitativa
y cuantitativamente la produccién y modifica los componentes de la planta. De acuerdo con
la literatura, se le atribuye a Neljubow (1901) como el primer descubridor de estos
compuestos, que posteriormente se les acufio el término como reguladores de crecimiento
vegetal, en plantas superiores. Neljubow (1901) también demostro que el etileno causa
crecimiento horizontal, inhibe la elongacion y también causa hinchazon de la radicula en
plantulas de guisantes (Bakshi et al., 2015). Mientras tanto, en los afios 30"s comenzd el uso
comercial de los reguladores de crecimiento siendo el etileno y acetileno los primeros en
usarse parainducir floraciény formacién de frutos de pifia (Khan et al., 2020; Bartholomew,
2013).

4.8.1. Auxinas

Las auxinas son usadas con frecuencia en el cultivo de tejidos vegetales como una parte
fundamental del medio de cultivo. Cuando se combinan con otros reguladores de crecimiento
como las citoquininas regulan la direccion de la morfogénesis. A nivel celular, las auxinas
controlan procesos basicos tales como el inicio de la division celular, formando meristemos
dando origen a un tejido desorganizado o un 6rgano definido.

Cuando se trata de tejidos organizados, el efecto de las auxinas esta involucrado en el
establecimiento y mantenimiento de la polaridad, y en plantas enteras se ha descrito que el
efecto més marcado es el mantenimiento de la dominancia apical y la mediacion de los
tropismos (Friml, 2003).

Generalmente cuando se debe elegir que auxinautilizar y la concentracién adecuada se deben

tomar en cuenta ciertas caracteristicas:
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= Tipo de crecimientoy desarrollo

= El transporte del regulador de crecimiento haciael tejido diana

= Lainactivacion, por oxidacion y/o conjugacion de la auxina en el medio y dentro del
explante

= Lasensibilidad del material vegetal a la auxinay de otras hormonas

= Los niveles naturalesy la sintesis enddgena dentro del explante

= Lainteraccidnentre las auxinasy las sustancias enddgenas naturales

Las auxinas son levemente solubles en agua, pero demasiado solubles en solventes organicos
como el etanol, metanol, acetona, éter dietilico, dimetil sulfoxido (DMSO), asi como también
en acidos o soluciones de agua alcalinas.

La mayoria de las auxinas son estables a excepcion del IAA (acido indol-3-acético) y es
especialmente sensible a la luz, principalmentea la luz UV, y a los oxidantes. Sin embargo,
debido a su gran inestabilidad el IAA es laauxina menos efectiva que otras auxinas sintéticas
como 2,4-D o NAA (4cido 1-naftalenacético).

48.1.1. Metabolismo de las auxinas

Su metabolismo consiste en dos caminos, biosintéticos y reacciones de modificacion
molécula-hormona. Las regiones donde se presentan con mas frecuencia las reacciones
biosintéticas son en regiones meristematicas y érganos en crecimiento jovenes tales como
hojas de crecimiento rapido, desarrollo de inflorescencia, puntas de raiz y brotes apicales
(Guilfoyley Hagen, 2007).

Estudios realizados afios atras han afirmado que el aminoéacido triptéfano (Trp) es el
precursor de las auxinas nativas mas importantes en plantas y, de acuerdo con varias
investigaciones, la ruta mas comun de biosintesis de auxinas en plantas es la via
indolpiruvato, iniciando con la transaminacion del triptofano catalizada por la enzima
triptéfano transaminasa (figura 7) (también llamada triptéfano aminotransferasa). Después el
indolpiruvato es transformado en indol-3-acetaldehido. Posteriormente, el aldehido obtenido

da origen al IAA por medio de la deshidrogenacion (con la enzima indolacetaldéhido
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deshidrogenasa dependiente de NAD) o por medio de la oxidacién (con la enzima

indolacetaldehido oxidasa) (George et al., 2008).

From the shikimic acid pathway
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Figura 7. Rutas biosintéticas de las auxinas

Fuente: George, Hall, y de Klerk, (2008)

4.8.1.2. Acido indol-3-acético (I1AA)

El IAA (figura 8) fue la primera sustancia reconocida como una auxinay se ha encontrado
en plantas superiores, y estd involucrada o ligada a muchos procesos fisiologicos.
Principalmente esta auxina participa en alargamiento celular, pero también se involucra en
procesos morfoldgicos tales como la formacion de raices en diferentes especies de plantas
(Patteny Glick, 2002).
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Figura 8. Estructuraquimica del IAA
Fuente: Trany Pal, (2014)

Los nivelesde 1AA son controlados mediante una peroxidasa, por 1o que se ha propuesto que
es el mayor mecanismo que controla los niveles y la accién de las auxinas. Por otra parte,
desde que se descubrié que las giberelinas modulan la accion de auxinas a través de los
niveles de oxidasas, definiendo que ambas fitohormonas (giberelina-auxina) tiene los efectos
similares en la elongacion celular. Cuando estd presente en un medio de cultivo, el 1AA
vuelve fragil la pared celular de las células, debido a que comienzaa modificarlas o también
a dediferenciarlas (Galston y Dalberg, 1954). Sin embargo, se ha demostrado que la
formacion o disolucién de conjugados de IAA como lo son la indoloacetilarabinosa,
indoloacetilglucosa, myo-inositol y proteinas pueden controlar la cantidad de IAA presente
en los tejidos (George, Hall, y de Klerk, 2008).

4.8.1.3. Acido naftalenacético (NAA)

El NAA (figura 9) es un analogo del IAA que también es usado en los cultivos, con una
estructura anillada modificada, pero con una cadena lateral similar ala de IAA. Ademas, el
mecanismo de accion de este regulador es un poco similar al IAA, sin embargo, el NAA es
mucho maés estable que el 1AA y por esa razén se ha convertido en un sustituto en sus
aplicaciones biotecnoldgicas (Campanoniy Nick, 2005).

Debido a la inestabilidad del IAA, el NAA es usado para inducir callos tanto en
gimnospermas como en angiospermas y es un buen sustituto de dicha sustancia debido a su

gran resistencia a la oxidacion. También se ha usado en la formacion de brotes en especies
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como Pinus radiata, Picea abies, etc., pero también inhibe esa formacidn de brotes en otras

especies de plantas (Basuchaudhuri, 2016).

O

OH

Figura 9. Estructuraquimica del NAA
Fuente: (Trany Pal, 2014)

Esta fitohormona no se encuentra naturalmente en las plantas, y es usado extensamente en el
cultivo de tejidos. Aunque no esta del todo claro cdmo funciona su mecanismo de accion

(Srivastavay Dwivedi, 2001).

48.1.4. Mecanismo de accién

Las auxinas son un componente especial en algunos sistemas presentes en plantas, como lo
son los sistemas intraorganismo y los sistemas de sefializacion hormona-dependiente. En
células vegetales aisladas se pueden distinguir dos procesos principales controlados por
auxinas en colaboracion con citoquininas, la division y el ciclo celulares, y la elongacion
celular (George et al., 2008).
La proporcion auxina-citoquinina tiene un rol importante en la sefial en la formacion del
fenotipo de la célula y también, tanto en el comienzo como el mantenimiento de los procesos
de division celular (Stickenset al., 1996).
Los principales pasos en la sefializacion de una auxina (al igual que otros reguladores) pueden
describirse como:

o Percepcion inicial de una sefial hormonal;

o Transduccion de cascadas de sefializacion;

o Respuesta fisioldgicafinal.
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4.8.1.5. Percepcion de sefiales

Se han identificado y caracterizado proteinas receptoras de auxinas, como la proteina
ZmABP1 y la proteina receptora de auxina | en Zea mays, que son las proteinas presentes en
mayor cantidad en membranas de maiz. Dichas proteinas existen en forma de dimeros con
subunidades de 22 KDa (Hardtke et al., 2004) Algunos de los genes que codifican para la
proteinareceptora de auxinas (ABP1) han sido secuenciados en la plantamodelo Arabidopsis

thaliana.

4.8.1.6. Vias de sefalizacidon de transduccion de auxinas

Existen diversos mecanismos de percepcion o transduccion tanto en animales como en
plantas (Libbengay Mennes, 1995). Hay indicadores que perciben las sefiales y son mediados
por mecanismos basados en receptores de membrana, uno de ellos es la proteina
heterotrimétrica Gy la fosfolipasa A,- (Scherer, 2002)

Se ha detectado que hay presenciade degradacion de proteinas en la sefializacidn de auxinas.
Dicho mecanismo se basa en la regulacion de la viade conjugacion de ubiquitina por auxinas
(Calderon-Villalobosetal., 2010).

Sin embargo, se ha descrito que la degradacion de proteinas mediada por ubiquitina es
controlada por auxinas, por lo tanto, hay un rol multifuncional de regulacién de auxinas

durante el desarrollo de una planta (Dharmasiriy Estelle, 2004).

4.8.1.7. Regulacion de laexpresién genética

Los genes reguladores por hormonas especificas estan involucrados en muchos procesos
celulares como lo es la regulacién hormonal, sefiales de transduccion, metabolismo,
transcripcion, expansion y division celulares. También, estos genes se involucran en
homeostasis hormonal y distribucion en la retroalimentacion transcripcional negativa.
Asimismo, los conjuntos de genes de respuesta a auxinas incluyen algunos factores de
transcripcion necesarios para desarrollo de resultados, asi como componentes de otras vias

de sefializacion hormonal (Chapman y Estelle, 2009).
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Se han identificado varias familias de genes en diferentes plantas y dérganos, que se
expresaron después de un tratamiento de esa planta u 6rgano con auxinas, y dichos genes
fueron llamados Aux-1AA, GST (glutation-S-transferasa), SAUR (pequefios RNAs
reguladores de auxinas), ACC sintasa (acido aminociclopropano carboxilico), genes GH3,
entre otros (George et al., 2008). Cabe mencionar que la mayoria de los genes de respuestaa
auxinas fueron identificados, asi como descritos por Baulcombe y Key, (1980) en hipocétilos
de frijol.

Las principales familias de genes involucradas en el control de la transcripcion por auxinas
son: factores de respuesta de auxinas (ARF), los cuales pueden unirse a los elementos de
respuesta de las auxinas dentro de los genes sensibles a auxinas y las proteinas represoras

Aux/IAA (figura 10) cuya expresion esta regulada por auxinas (Dharmasiriy Estelle, 2004).

Auxin-responsive gene

@ @ % |ﬁ%bRepression

~ (e

Formation of SCF™-auxin-Aux/IAA complex

@ @ |—> Activation

Figura 10. Mecanismo de regulacién de la expresion de genes por
auxinas

Fuente: (Chapmany Estelle, (2009)

Los ARFs pueden formar dimeros con las proteinas Aux/IAA y en esta forma combinadano
pueden activar la expresion de genes relevantes. A altas concentraciones de auxinas, los
complejos ARF-Aux/IAA se disociany posteriormente son ubiquitinados, después los ARFs

activan la transcripcion (Wilmothet al., 2005).
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4.8.1.8. Efectosen el cultivode tejidos

En un cultivo de tejidos, el cambio de concentracion de auxinas presentes en el medio de
cultivo puede cambiar el tipo de crecimiento, por ejemplo, la formacién de raices puede
cambiar a induccion de callos. De este modo, cada cultivoes unico y el efecto de diferentes
concentraciones de auxinas debe ser probado en cultivos individuales, y hasta cierto punto

los cultivos pueden ser transferidos a otros medios de cultivo.

4.8.1.9. Crecimientoen callos inducidos

Durante la induccion de callos, se requiere que se agreguen auxinas al medio de cultivo. La
aplicacién de auxinas es capaz de alterar la fisiologia programada de todos los tejidos
vegetales. Las células responden a las auxinas comenzando a desdiferenciarse e iniciando la
division celular. LoSchiavo et al., (1989) describié que las auxinas causan una inusual
metilacionen la estructuradel DNA, por lo tanto, esto puede ser necesario para reprogramar
la diferenciacion de las células.

Sin embargo, los programas especificos de los tejidos asociados con la diferenciacion pueden
ser erradicados a causa de una hipermetilacidon, con pequefias fracciones de células
alcanzando el estado final de desdiferenciacion, la cual las vuelven capaces de iniciar el
proceso de morfogénesis o embriogenesis (Terzi y Loschiavo, 1990). La auxina usada con
mas frecuencia en cultivos para inducir callos es la 2,4-D. Los explantes que comienzan la
induccion de callo, tienden a reducir la produccién de clorofilacuando hay presenciade 2,4-
D en el medio de cultivo.

4.8.1.10. Cultivo de 6rganos vegetales

Es importante seleccionar la concentracion adecuada de auxinas que promovera el
crecimiento del 6rgano sin la necesidad de inducir callo. Los bajos niveles de auxinas es
benéfico en conjuncidn con altos niveles de citoquininas cuando se requiere multiplicacion
de raices, aunque en algunos casos el empleo de una citoquininasola es suficiente (Perera et
al., 2009)
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Mientras tanto, la rizogénesis requiere un ajuste en los niveles de concentracion tanto de
auxinas como de citoquininas. Si se tratade la formacion de raices laterales, el empleo de la
auxina IBA es més efectivoque NAA (Kim et al., 2007).

Cabe mencionar que en ocasiones los tejidos, érganos y células pueden crecer sin la
necesidad de anadir auxinas al medio de cultivo y son llamados “cultivos autbnomos de

auxinas” (Han et al., 2014)

4.8.1.11. Embriogénesis

A comparacion de otros procesos, la embriogénesis somatica es iniciada cuando el medio
contiene altos niveles de auxinas, especialmente de 2,4-D, aunque si se reduce la
concentracion de auxinas los embriones no podran desarrollarse mas. (Sharp, 1980) propuso
que las auxinas logran inducir una determinacién embriogénicaen una porcion de célulasen
callos o de cultivos en suspension, pero al mismo tiempo dichas células inducidas facilitan

el desarrollo de embriones (Pasternak et al., 2002).

4.8.2. Citoquininas

Las citoquininas comprenden una clase separada de sustancias reguladoras de crecimiento
debido a que tienden a producir varios efectos cuando se aplican a plantas intactas. A veces
simulan la sintesis de proteinas y participan en el control de la division celular. De esta
manera las citoquininas promueven la maduracion de cloroplastos y logran retrasar la
senescenciade las hojas. El efecto de estos reguladores es méas notorio cuando se aplicaa un
cultivo de tejidos vegetales y en conjunto con las auxinas estimulan tanto la division celular
como el control de la morfogénesis.

Los ejemplos de citoquininas usadas en cultivo de tejidos vegetales son: trans-zeatina (4-
hidroxi-3-metil-trans-2-butenilaminopurina), iP (N® -  A2iso-penteniladenina) y
dihidrozeatina (6-(4-hidroxi-3-metil-trans-2-butenil). Algunas de las citoquininas
identificadas estan relacionadas estructuralmente con la kinetina (figura 11) (la primera
citoquinina descubierta), las cuales se han encontrado como bases libres, es decir, como

glucoésidos, ribdsidos o nucleétidos (Hentsch et al., 1996).
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Figura 11. Estructuraquimica de la quinetina

Fuente: Trany Pal, (2014)

4.8.2.1. Biosintesis

Las citoquininas se presentan como moléculas libres dentro de la planta, también se
encuentran en los tRNA del citoplasmay cloroplastos. Chen et al., (1985) describié que, en
la mayoria de las plantas, las raices son los lugares con mayor presencia donde se realiza la
biosintesis de citoquininas naturales, aunque la produccion de este regulador de crecimiento
también toma lugar en otro tejido en crecimiento activo (George et al., 2008).

Las circunstancias que llevan al descubrimiento de las citoquininasy su participaciénen la
division celulary en lasintesis de proteinas, se ha pensado que estan estrechamente asociadas
con los acidos nucleicos (Frébortet al., 2011). Se han elaborado estudios donde se menciona
que la predominancia de cis-isomeros de zeatina en ciertas especies de plantas son
sintetizados en una ruta directa independiente de la degradacion de tRNA (Jameson, 2000).
Se han descrito tres procesos de biosintesis de citoquininas isopropenoides (figura 12)
presentes en plantas. Inicialmente se pensaba que el tRNA era la principal fuente de
citoquininas libres. Posteriormente, esa hipotesis se refuté debido a que se demostré que
existia una ruta directa donde no se involucraba la degradacion de tRNA. Sin embargo, un
segundo precursor de la cadena lateral, otro que isopentenil pirofosfato (IPP), se ha sugerido

para la sintesis de trans-zeatina-ribosido monofosfato (ZMP) y puede ocurrir independiente
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de isopenteniladenosin-5"-monofosfato (iPMP) (Taylor et al., 2003) Una teoria menciona
que el origen de la cadena lateral se debe a la sobre expresion de genes clave involucrados
en las vias de la MEP (metileritritol fosfato) y de la acetato/mevalonato (MVA) en callos de
tejidos, y asi evaluar si la formacidn de brotes ocurre en ausencia de citoquinina exégena
para determinar el perfil de las citoquininas por medio de un GC-MS (cromatografia de
gases/espectrofotdmetro de masas) (Novéak et al., 2008).

Sin embargo, las citoquininas producidas en brotes solo se encuentran en pequefias
cantidades. Esa pequefia cantidad sintetizada en los brotes no es suficiente para sostener su
crecimientoin vitro. No esta claro el por qué se han encontrado nucle6tidos de citoquininas
(compuestos por D-ribosa, cido fosféricoy N° -adenina sustituida) en cultivos de células en
suspensidn, si aumenta su presenciacon la degradacion del tRNA o si ocurre en una sintesis
de novo (Kiebery Schaller,2018).
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Figura 12. Rutas de biosintesis de citoquininas

Fuente: George, Hall, y de Klerk, (2008)

4.8.2.2. 6-bencilaminopurina (BAP)

Esta fitohormona (figura 13) se ha usado con mucha frecuencia en el cultivo de tejidos y se

ha convertido en la favorita para uso en investigaciones. ES un compuesto estable,
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econdémico, disponible en el mercado y muy efectivo. Se ha reportado que puede formar
callos, aunque su uso mas importante es promover la formacion de brotes. Cabe mencionar
que es uno de los reguladores de crecimiento méas potente para estos propositos (Carimi et
al., 2003).

Figura 13. Estructuraquimica del BAP
Fuente: Tran y Pal, (2014)

En algunos casos la formacion de raices permite la formacion de brotes cuando se reduce la
concentracion de BAP (10 veces o méas) o simplemente se elimina del medio de cultivo.
Alternativamente, los propios tejidos pueden sintetizar sus propias citoquininas sin necesidad
de agregar una sustancia exdgena. Si se afiade una citoguinina exogena, puede haber un
desequilibrio, y por lo tanto la morfogénesis puede tomar otra direccion e incluso iniciar otro
proceso que no es de interés (Vermaet al., 2009).

La mayor razén de la eficacia del BAP reside en la capacidad de los tejidos vegetales para
metabolizar las fitohormonas naturales mas rapidamente que los reguladores de crecimiento
artificiales. Algunas investigaciones mencionan que el BAP puede inducir la produccién de
citoquininas naturales como la zeatina dentro de los tejidos y asi trabajar a través de un

sistemahormonal natural para inducir el proceso de organogénesis (da Silva, 2012).

4.8.2.3. Mecanismo de accién

Las citoquininas juegan un papel muy importante en el control del desarrollo de una planta.

La accion de este regulador de crecimiento es dependiente de la luz azul, rojay blanca. En
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algunas plantas, laluz, incrementa la proliferacion de brotes y se debe a la fuerte dependencia
de un rango de fluencia de fotones. En conjunto con las auxinas, este regulador de
crecimiento forma parte en laregulacion de la division celular. Por otra parte, se ha concluido
gue el conjunto auxina-citoquinina probablemente induce la ciclina tipo-D (CycD3) y
también estimulael progreso del ciclo celular desde lafase G1 hasta la fase S, aunque algunos
autores describen que también puede simular hasta la fase de transicion G2/M mediante la
induccion de la expresion del gen CDC2 que codifica para la enzima histon-H1-kinasa y
simula la desfosforilacion del Cdc25 (ciclo de division celular 25A) (Pasternak et al., 2002);
den Boer y Murray, 2000).

Algunos derivados de citoquininacomo lo es laolomoucina, roscovitinay laboheminatienen
la capacidad de inhibir las enzimas kinasas dependientes de ciclinade tipo 1 y tipo 2, y como
consecuencia también inhiben o bloquean el ciclo celular en la fase de transicion G1/S y
G2/S (Planchaiset al., 2004).

4.8.2.4. Control de lafase de transicion G1/S

Durante el ciclo celular, el complejo CDKA/CYCD (ciclina dependiente de kinasa A-
1/ciclina D) promueve el inicio de la fase S mediante la fosforilacion de la proteina RBR
(retinoblastoma), la cual tiene la funcién de inhibirse de la familia E2F (factor E2) de los
factores de transcripcidon. Estudios realizados en Arabidopsis mencionan que la expresion de
tres genes CYCD3;3 (ciclina-D3-3) es inducida por la accion de citoquininas en un
tratamiento con tiempo de 20 horas. Sin embargo, la sobreexpresion de del gen CYCD3;1
(ciclina-D3-1) sobrepasa los requerimientos de concentracion de citoquininas para la
formacion de un callo verde a partir de callos de células desdiferenciadas y la ruptura de uno
de los genes bloquea la habilidad de la citoquinina de promover la formacidn de brotes de
callos cultivados in vitro, por lo tanto, el gen CYCD3 (ciclina-D3) es un blanco clave para

las citoquininas para su regulacion del ciclo celular (Schaller et al., 2014).
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4.8.25. Control de lafase de transicion G,/M

Tanto en animales como en plantas el control de la fase de transicion G2/M es promovido
por la fosforilacién de las proteinas CDK (quinasas dependientes de ciclina). Dicha
fosforilacion inhibe la actividad de los CDKs vy es invertida por la enzima CDC20 fosfatasa.
Estudios e investigaciones han dado como resultado que la biosintesis de citoquininases un
elemento esencial para la transicion de G2/M en sincronizacion con las células. Los niveles
de citoquininas, especialmente de la zeatina, oscilan en el transcurso del ciclo celular con un
alza al final de la fase S y durante el inicio de la mitosis.

Mientras tanto, una sobreexpresion de un gen cdc25 de Schizosaccharomyces pombe en
plantas de tabaco tuvo como resultados positivos en cuanto a efectos de citoquininas (Schaller
etal., 2014).

Mientras tanto, resultados de investigaciones sugieren que las citoquininas juegan un papel
importante en la regulacionde la transiciénde la fase G1/M, y un punto principal de control
de este regulador de crecimiento en el ciclo celular puede ser la transicion de la fase G2/M
(Lipavskaetal., 2011).

4.8.2.6. Metabolismo

El metabolismo de las citoquininas es muy complejo y generalmente consiste en la
conversion entre bases de citoquininas, ribosidos y ribotidos, y sobre todo reacciones de
conjugacion y degradacion (Orddg et al., 2004). Una enzima natural, citoquinin oxidasa,

degrada a las citoquininas tales como la zeatinay la isopenteniladenina, los cuales contienen

un doble enlace A?, cortando su cadena lateral. Algunas otras moléculas como los

nucleédtidos de citoquininas, entre otras, no son sustrato para dicha enzima. En la aplicacion
en el cultivo de tejidos, la actividad de esta enzima es potenciado por la aplicacion de
citoquininas exdgenas. De esta manera, los tratamientos de plantas con citoquininas sintéticas
reducen los niveles de compuestos enddgenos naturales (Motyka y Kaminek, 1990).

Otras investigaciones reportaron que existe otra enzima responsable de la degradacion de la
quinetina y benziladenina a adenina. Sin embargo, esta reaccion de degradacion ocurre de

manera diferente en varias plantas, por ejemplo, en cultivos de Gerbera se report6 que la
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cadena lateral es hendida. Mientras que en cultivos de Prunus domestica después de 21 dias

con tratamiento de esta enzima, ocurre esta reaccion de degradacion (Armstrong, 2019).

4.8.2.7. Efectoen el cultivo de tejidos vegetales

En el cultivo de tejidos vegetales, las citoquininas son sumamente necesarias para la division
celular. En ausencia de esta fitohormona la metafase es considerablemente prolongada
debido a que se requiere para regular la sintesis de proteinas involucradas tanto en la
formacion como la funcién del huso mitético. Mientras tanto, los cultivos donde se
administran bajas concentraciones de esta hormona la division del nucleo de la célula se
detiene en una etapa del ciclo celular (Ngomuo et al., 2013).

En cultivos de callos donde la division puede ocurrir sin la presencia de citoguininas en el
medio de cultivo, son capaces de producir sus propias sustancias naturales de crecimiento,
las cuales pueden aislarse. Durante el proceso de proliferacién de callos obtenidos de tejidos
de plantas dicotileddneas, usualmente se empleauna combinacidn de citoquininasy auxinas
en el medio de crecimiento. Sin embargo, el proceso de proliferacion no ocurre de manera
similar entodas las plantas, por ejemplo, en plantas de tabaco la proliferacién solo se presenta
cuando se suplementael medio de cultivo con citoquininasy auxinas sintéticas, en ese orden

y de manera consecutiva (Ozden y Karaaslan, 2011).

4.8.2.8. Embriogénesis

Una concentracion de aproximadamente 0.5 — 2.5 uM es baja, por lo tanto, es adecuada para
la induccion de callos embriogénicos, especialmente en plantas de hoja ancha. Varios
estudios han reportado que las citoquininas pueden inhibir el proceso de embriogénesis en
plantas monocotiledoneas, por ejemplo, una concentracion de minimo 0.001 uM de una
citoquinina exdgena es suficiente para prevenir dicho proceso en la planta Dactylis glomerata
(Suetal., 2015).

Se han realizado estudios con citogquininas endogenas y se han obtenido resultados donde
mencionan que las sustancias endogenas son responsables de inhabilitar el proceso de

embriogénesis en algunos genotipos. Algunas secciones de hojas obtenidas de variedades no
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embriogénicas contienen bajos niveles de citoquinina natural, a diferencia de aquellos que
son capaces de inducir callos embriogénicos. Carman et al., (1988) realizaron experimentos
induciendo embriogénesis en diferentes variedades de trigo cortando sus espigas antes de
cultivar los explantes embriogénicos inmaduros. Pensaban que haciendo estos cultivos
disminuiriael suministro de citoquininas naturales de las raices. De esta manera, si la zeatina

se afladia al medio de cultivo, el proceso de embriogénesis se reprimia.

4.8.2.9. Cultivode brotes

Otro de los usos que tienen las citoquininas es en la proliferaciéon de brotes axilares,
formacion de brotes adventicios y la inhibicidn de formacidnde raices. El uso de una o més
citoquininas aumenta el crecimiento de brotes axilaresy reduce la dominanciaapical en los
cultivos de hojas anchas. Un tratamiento exitoso con altos niveles de citoquininas induce el
crecimiento de pequefios brotes de cada explante, ademas de producir muchos de estos brotes,
en un periodo tiempo aproximado de 4-6 semanas. Por otra parte, si se usa una concentracion
de 0.5 - 10 mgL* de citoquininas generalmente inhibe o retrasa la formacion de raices y no
solo previene el crecimiento de estas, sino también los efectos de las auxinas durante el

desarrollode las raices (Grzegorczyk-Karolak et al., 2015).

4.8.2.10. Percepciony transduccion de sefiales

Las vias de sefializacidn de las citoquininas involucran cuatro procesos de fosforilacion
alternos entre residuos de histidina y aspartato. Esta fosforilacién hace uso de un receptor
“hibrido” HK que contiene tanto la enzima histidina quinasa y los dominios del receptor,
auténticas histidinas fosfotransferasas (AHPs) y reguladores de respuesta (RRs). Los
diferentes elementos de sefializacion de citoquininas en Arabidopsis y otras plantas son
codificadas por familias de genes con funciones de superposicion (Nongpiur et al., 2012; Pils
y Heyl, 2009).

Los receptores de HK de citoquininatienen un dominio conservado de union de citoquinina
extracitosélico CHASE (ciclasas/histidina quinasas asociadas con deteccidn extracelular), al

menos dos dominios transmembranales, una region citosélica que contiene un dominio de
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histidina quinasa un dominio receptor canénico y un dominio receptor divergente con poca
probabilidad que funcione en la fosfotransferencia (Higuchi et al., 2004). Primero los
receptores HK localizan la membrana del reticulo endoplasmatico, con el dominio CHASE
orientado en el reticulo endoplasmatico, sugiriendo que el sitio de union de las citogquininas
en las plantas es en el lumen del reticulo endoplasmatico. Gracias a diferentes analisis
bioquimicos se pudo determinar en qué fracciones de la membrana se encuentran los sitios
de union de citoquininacon alta afinidad (Lomin et al., 2011; Wulfetange et al., 2011).

Las citoquininas unidas a los dominios CHASE resultan en la activacion del dominio
citosélico de quinasa histidinay la autofosforilacion en los residuos conservados de His, y es
seguido por la transferencia de un grupo fosfato hacia un Asp conservado dentro de un
dominio receptor (Yamada et al., 2001). Posteriormente, el grupo fosfato es transferido rio
abajo a las proteinas histidina fosfotransferasay los reguladores de respuesta de tipo B
formando un circuito regulador positivo en el cual la sefial de transduccion resulta en un

cambio transcripcional enel nacleo (Hwang y Sheen, 2001).

4.8.2.11. Interaccidn auxina-citoquinina

Skoog y Miller (1957) descubrieron que la formacion de brotes puede ser inducida a partir
de callos de una planta usando leves relativamente bajos de auxinas y niveles altos de
citoquininaen el medio de crecimiento. A partir de estos descubrimientos, se han encontrado
muchos aspectos de la diferenciacion celular y la organogénesis tanto en cultivo de tejidos
como de 6rganos, debido a la interaccidn que existe entre las concentraciones de citoquininas
y auxinas.
Sin embargo, proporciones relativas de auxinas y citoquininas no siempre produce buenos
resultados en el cultivo de tejidos, por ejemplo:

+«+ En algunas especies de plantas, la proliferacion de brotes axilares es promovida por

la presencia de auxinay citoquinina;
% Los tejidos de especies monocotileddneas pueden inducir callos con altos niveles de

auxina sin la presencia de citoquininas;
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«»+ El proceso de organogénesis en monocotiledones es promovido por la transferencia
del cultivoa un medio sinauxinas, pero reduciendo las concentraciones de una auxina
altamente activacomo la 2,4-D u otra auxina como la IAA o NAA.

Por otra parte, la concentracion de cada regulador de crecimiento difiere acorde al tipo de
planta, las condiciones del cultivoy sobre todo los compuestos usados. Cabe mencionar que
este tipo de interacciones son muy complejas y la combinacion de dos 0 mas sustancias

reguladoras de crecimiento dan resultados 6ptimos en los cultivos (Su et al., 2011).

4.9.  Induccion de callosen plantas

Las celulas vegetales tienen la capacidad de generar masas de células desorganizadas
llamados “callos” o “tumores” (figura 14), en respuesta a factores de estrés como una
infeccion por fitopatégenos o una simple herida. El término “callo” tiene origen del latin
callum, que significa duro. En medicina se refiere al engrosamiento del tejido dérmicoy en
la biologia de las plantas se refiere al crecimiento masivo de las célulasy laacumulaciénde
callosidades asociado con heridas. Un callo puede producirse de una simple célula
dediferenciada, y muchos callos de células son totipotentes (Sugiyama, 2015; Fehér, 2019).

Figura 14. Callos de plantas producidos in vitro

Fuente: Mishraet al., (2015)

Existen diferentes variedades de callos, por lo que se han clasificado en subgrupos basandose

en sus caracteristicas macroscopicas, por ejemplo, un callo sin un 6rgano regenerado es
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llamado callo “friable” o “compacto”. Mientras que, si un callo muestra varios grados de un
organo regenerado se denomina “rooty”, “shooty”, o callo “embriogénico”, dependiendo de
los drganos que ha generado (Sharan et al., 2014). Ikeuchi et al., (2017) menciona que
también se conocen diferentes tipos de callos en Arabidopsis thaliana y que cada tipo tiene
un perfil de expresion de genes distinto. Cabe mencionar que las plantas estan equipadas con
mecanismos para prevenir una induccion de callos no requerida para mantener organizados
los tejidos. Después de que se descubrieraque los callos se pueden generar artificialmente in
vitro, y que el balance entre dos fitohormonas (auxinay citoquinina) determinael estado de
diferenciaciény dediferenciacién, los callos se han utilizado en investigacion basica y en

aplicaciones industriales (Ikeuchi et al., 2013).

4.9.1. Aspectos molecularesen laformacion de callos

Se han identificado mutantes deterioradas durante la formacion de callos y los analisis
genéticos de esas mutantes indican que la induccion de los callos pasa a traves de complejos
mecanismos de regulacion. La progresion del ciclo celular mitético es bloqueando en células
vegetales diferenciadas en etapa terminal. La activacion de un solo regulador del ciclo
celular, tales como las ciclinas (CYC) o las enzimas quinasas dependientes de ciclina
(CDKs), no es suficiente para lograr iniciar el proceso de inducciénde un callo (Vieiraetal.,
2014).

La mayoria de los procesos que describen la induccion de un callo emplean regulaciones
transcripcionales o postranscripcionales que causan grandes cambios en la expresion o

traduccién de una proteina (Sugimoto, 2015).

4.9.2. Formacién in vitro de callos

La aplicacion de auxinas y citoquininas exogenas inducen callos en varias especies de
plantas. Una proporcion alta de auxina-citoguinina o citoquinina-auxina induce regeneracion
de raices y brotes, respectivamente. Desde este descubrimiento, el sistema de regeneracion
se ha usado en la propagacion de rasgos econémicamente importantes de las plantasy en la

introduccidn de transgenes deseados a las plantas. Sin embargo, otras fitohormonas como los
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brasinoesteroides o el acido abscisico también logran inducir callo y en algunas especies
pueden sustituir la aplicacion tanto de auxinas y citoquininas (Yang et al., 2018).

Se ha demostrado que los reguladores de crecimiento en el desarrollo de la raiz lateral
participan en la formacién del callo. Una auxina es un inductor de la raiz lateral y algunos
miembros de la familia del dominio LBD (limites de los drganos laterales, o también
conocidos como hojas asimétricas) de factores de transcripcion, como lo son LBD16,
LBD17, LBD18 Y LBD29, regulan esta respuesta rio abajo del factor de respuesta a auxina
(ARF7) y el ARF19 (Cucinottaetal., 2014).

Los LBD18 y LBD33 son activados y forman un heterodimero, activando la expresion del
factor de transcripcion promotor del factor de union E2a (E2Fa). Este factor de transcripcion
es uno de los seis factores que al dimerizar con la proteina DP (dimerization partner) inicia
la transcripcion de genes requeridos para la replicacion del DNA. Una mutacion en E2Fa
impide el desarrollo de la raiz lateral, por lo que la via ARF-LBD-E2Fa define un mecanismo
de como las plantas traducen la sefializacion de una auxina en un control del ciclo celular
(Vieiraetal., 2014).

4.9.3. Procesamientodel RNA y traduccion de proteinas

Los procesos de dediferenciacién y diferenciacion también involucran cambios masivos en
la expresion de genes que alteran a nivel celular dichos procesos. EI gen SRD2 (shoot
redifferentiation defective2) codifica para una proteina nuclear que tiene una secuencia
similar al gen humano SNAP50, una proteina requerida para la transcripcion de RNAs
pequefios nucleares (SNRNA). Los mutantes del gen srd2 son incapaces de transcribir los
snRNA en condiciones restrictivas de temperatura, por lo tanto, estos defectos alteran la
formacion de callos de explantes de hipocotilos (Ohtani et al., 2015). Los snRNA tienen
funcidn en el splicing del RNA como componentes del spliceosoma, ademas, la produccion
mediada por SRD2 de snRNA es esencial para un splicing de pre-mRNA durante la
formacion de callos.

Estudios realizados por Skalék et al., (2019) menciona que hay una elevacion en la
transcripcion de rRNA durante la induccion de callos por medio de hormonas en explantes

de hojas de tabaco. Mientras que Ohbayashi y Sugiyama, (2018) reportan una acumulacion
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de precursores de rRNA en el inicio de la induccidn de callos en explantes de hipocoétilos de
Arabidopsis, infiriendo en la biogénesis activa de rRNA en la induccién.

Una mutacion en la proteina RID2 (proteina similar a la metiltransferasa localizada en el
nacleo) impide la formacion de callos a cierta temperatura y estos fenotipos estan
acompafiados por una acumulacion de varios intermediarios de pre-rRNA (Otsuka et al.,
2021).

Ambos genes son expresados en tejidos meristematicos, y su transcripcion es inducida
después de la incubacion del medio, indicando que sus actividades estan estrechamente
relacionadas con capacidades altas de proliferacion de las células. Estos procesos
postranscripcionales no son los desencadenantes de la induccion de callosy es mas probable
que produzcan nuevos conjuntos de proteinas necesarias para el proceso de induccién. Sin
embargo, analisis protedbmicos previos presentaron alteraciones dinamicas en el perfil de la
proteinanuclear de cotiledones de Arabidopsis sufriendo la induccién de callos (Ghosh y Xu,
2014; Xu et al., 2018).

4.10. Regeneracion de células vegetales

Una caracteristica especial de las células vegetales es su alta plasticidad para la diferenciacion
celular. La regeneracion es una respuesta fisiologica conservada presente tanto en animales
como plantas. Se refiere a la reparacion de una pequefia amputacion y a la formacion de
nuevos érganos o individuos, y cada modo de regeneracion depende de cada especie (figura
15) (Birnbaumy Alvarado, 2008).

Figura 15. Regeneracion de una planta
a partir de un callo

Fuente: (Cheruvathur y Thomas, 2014)
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A causa del descubrimiento del balance entre auxinas y citoquininas se determinaron niveles
muy altos de auxina-citoquinina inducian la regeneracion de raices, mientras que altos de
citoquinina-auxinapromovian la induccidon de brotes (Skoog y Miller, 1957). Por otra parte,
con los descubrimientos y el uso de los reguladores de crecimiento, se realizaron
investigaciones con células individuales de floema vascular de zanahoria'y se demostré que
las celulas retenian la totipotencialidad, destacando asi el gran potencial regenerativo de las
células somaticas vegetales (Steward et al., 1958).

La regeneracidnde las plantas puede clasificarse entres principales categorias: regeneracion
de los tejidos, de novo organogénesis y embriogénesis somatica.

4.10.1. Regeneracion de tejidos

Cuando la planta es herida por alguna fuerza o accion, los tejidos son dafiados, la planta
activavarios mecanismosy comienzaa regenerar de sus tejidos. En Arabidopsis, los estudios
sobre regeneraciéon se han enfocado en la regeneracion de meristemos de raiz y el reparo
celular de tejidos madre. En ambos estudios las auxinas juegan un papel importante en los
procesos de regeneracion con la regulacion de los factores de transcripcion (Xu y Huang,
2014). El nicho de las células madre de raiz esta en la punta del meristema apical de la raiz
(RAM), que comprende un centro inactivo (QC). El QC tiene de dos a cuatro células que se
dividen lentamente y es controlado por el gen que codifica para un factor de transcripcion
WOX5 (Wuschel-Related Homeobox 5). Un estudio en maiz dio como resultado que cuando
ocurre una escision en la zona meristematica, rapidamente la raiz regenera un nuevo QC,
originando una regeneracién subsecuente de la punta de raiz, por lo tanto, la punta de raiz
tiene potencial en reparacion de tejidos (Aichinger et al., 2012).

Xu et al., (2006) menciona que cuando las células QC son sometidas a una induccion con
laser, ocurren cambios dinamicos no solo en el transporte polar de auxinas, sino también los
niveles de los factores de transcripcion se ven afectados durante la regeneracion del nuevo
QC. Cuando los tejidos son dafiados, la corriente de auxina se bloquea justo donde esta la
herida, resultando en una acumulacion de las auxinas y relativamente con bajos niveles
debajo del dafio. Los altos niveles de auxina inducen la expresion del gen ANACO071 (factor

de transcripcién involucrado en la proliferacion celular) de la familia de factores de
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transcripcion NAC (NAM, ATAF1,2 y CUC2), mientras que los niveles bajos de auxina
inducen laexpresion del gen RAP2.6L (factor de respuestaal etileno) de la familia de factores
de transcripcion APETALA2 (AP2) /ERF (Reid y Ross, 2011). Sin embargo, ambos genes
son esenciales para la curacion de las heridas en las plantas, se requiere una regulacion para
el gen RAP2.6L y dicha regulacion ocurre con la presencia de acido jasmonico, inducido por
las heridas, y el etileno (Asahinaet al., 2011).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Semillasde repollo

Se utilizo lavariedad Royal Vantage, la cual produce grandes cabezas para el mercado fresco
en México, ademas de su excelente vida de anaquel y su vigor lo que la hace adaptable a
diferentes tipos de climas y condiciones de suelo, obteniéndose un alto rendimiento. Las
semillas de repollo variedad Royal Vantage se obtuvieron en la casa comercial de Sakata,

México.

5.2.  Desinfeccion de semillas

Se probaron tres tratamientos con diferentes tiempos de desinfeccion con una solucién de
cloroy agua 1/3 (tabla 2). En cada tratamiento se manej6 una solucién de etanol al 70 %, una
solucién de cloro 1/3 (una parte de cloroy dos de agua) y agua destilada estéril.

Las semillas fueron desinfectadas en campana de flujo laminar con una solucién de etanol al
70 % por 3 minutos en cada tratamiento. Después, fueron sumergidas a una solucion de
hipoclorito de sodio 1/3 (1 parte de cloroy 2 partes de agua destilada estéril) con 4 gotas de
Tween 20 durante 15 minutos para el tratamiento 1, 25 minutos para el tratamiento 2y 35
minutos parael tratamiento 3 (Tabla 3). Posteriormente, se realizaron tres enjuagues con agua
destiladaestéril y estuvieron en constante agitacion con el fin de eliminar restos de detergente
Tween 20. Finalmente, las semillas desinfectadas se colocaron en papel secante estéril por

40 minutos en camara de flujo laminar.

Tabla 2. Tratamientos de desinfeccién de semillas

Etanol 3% Cloro 1/3 Agua destilada estéril
*TL1 3 minutos 15 minutos 5 minutos
TL2 3 minutos 25 minutos 10 minutos
TL3 3 minutos 35 minutos 15 minutos

*TL: tratamiento de lavado
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5.3.  Germinacion

Para la germinacion se sembraron 50 semillas de repollo (B. oleracea var. Royal Vantage),
desinfectadas con el tratamiento de lavado 2, colocando 5 semillas por frasco que contenia 7
ml de medio de cultivo (agua, agar 0.8 %, medio MS basal y sucrosa 1 %) con pH ajustado
a5.70 — 5.80 con hidréxido de sodio (NaOH) 1M. Las semillas germinadas se contarona los
5 dias después de la siembra en el medio y se obtuvo el porcentaje de germinaciony el

porcentaje de contaminacion presente.

5.4. Obtencion de explantes

Los hipocotilos y cotiledones fueron cortados de las plantulas con un bisturi estéril 8 dias
después de la germinacion. Todo el material vegetal obtenido fue cultivado en cajas Petri. Se
colocaron 9 explantes de material vegetal por caja Petri. Los explantes fueron lesionados en

la parte central con bisturi.

5.5.  Induccion de callos

Para la induccion de callos, los explantes obtenidos se cultivaron en 7 tratamientos (tabla 3)
con medio MS (Murashige y Skoog 1962), suplementados con diferentes concentraciones de
6-bencilaminopurina (BAP), acido naftalenacético (NAA) y acido indolacético (IAA) y un
control negativo. La induccién de callos se dejo en camara bioclimaticaen total obscuridad,

a 25 °C con 30 %RH, con cambios de medio cada 10 dias.
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Tabla 3. Concentraciones de reguladores de crecimiento por tratamiento.

REGULADORES DE CRECIMIENTO

TRATAMIENTOS BAP NAA IAA
T1 - 2 mgLt -
T2 5mgL*? 2mgL? -
T3 2mgL? 2 mgL™ -
T4 5mgL? 2 mgL? 5mgL?
T5 2mgL? 2 mgL? 5mgL?
T6 - - 5mgL?
Control Negativo - - -

5.6. Cuantificacion de callos

Los callos obtenidos en cada tratamiento fueron cuantificados 28 dias después, para evaluar
la efectividad de los diferentes medios de cultivo suplementados con diferentes
concentraciones de reguladores de crecimiento. También se evalud los dias que tardaron los
explantes en inducir callos, el niumero de callos presentes por explante y el nimero de
explantes que formaron callo. Los explantes que no presentaban desarrollo de callos, fueron
cultivados 10 dias mas. Con los datos obtenidos de la cuantificacionde presencia de callos
a los 28 dias, fueron comparados mediante un anélisis de varianza de dos factores (factor 1:
tipo de explante y factor 2: es el tratamiento con promotores del crecimiento), asi mismo se
determing la interaccion entre las dos vias, y se realizaron graficas comparativas de las

medias de los resultados utilizando el software R-studio (Proc Plot Mean).

5.7. Regeneracion de la planta

De los callos obtenidos se realiz6 un subcultivo en medio MS de todos los tratamientos donde
los explantes lograron formar minimo un callo, suplementado con la mezcla de los tres
reguladores de crecimiento durante 15 dias bajo condiciones controladas de climaen camara
bioclimatica. Se contabilizaron los brotes presentes en cada tratamiento a los 10 dias después

del tercer cambio de medio.
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6. RESULTADOSY DISCUSION

6.1. Desinfeccion de semillas

Al sembrar las semillas de cada tratamiento, se observo que el tratamiento 2 disminuia la

contaminacion de las semillasy no inhibia la germinacion de las mismas (figura 16).

Figura 16. Desinfeccion de semillas de repollo. A) Lavado con cloro 1/3, B) Semillas
emergiendo sin presenciade contaminantes, C) Plantulas germinadas, D) Semillas con
germinaciéninhibida, E) Contaminante presente en el medio.

Mientras tanto el tratamiento 1 no evitaba por completo la contaminacidn presente. EI medio
de cultivo donde se sembraron estas semillas presentd indicios de contaminacion tres dias
después de la siembra. Las semillas tratadas con el tratamiento 3 no germinaron
adecuadamente, posiblemente debido a que permanecieron demasiado tiempo sumergidas y
la capa que cubre al embrion se desprendié dejando al embridndescubierto con el cloro, por
lo tanto, las semillas no germinaron (tabla 4).
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Tabla 4. Porcentaje de germinaciony de contaminacionen el proceso de lavado.

% de contaminacion % de germinacion
TL1 80 50
TL2 10 95
TL3 0 35

Jevsnik y Luthar, (2015) reportaron una eficiencia de desinfeccion del 100 % de 4
tratamientos con semillas de diferentes plantas. El lavado de las semillasen centrifuga y
sumergidas en soluciones de 16.6 g/l de Na, disuelto en agua con detergente Tween 20 y
realizando solamente 3 enjuagues para eliminar residuos del agente desinfectante fue muy
eficiente, por lo tanto, se logré eliminar el posible agente contaminante en un 100 % en los 4
tratamientos, y obteniendo un 70 % de germinacion 7 dias después de la siembraen el medio
de cultivo. Sinembargo, otros autores reportan el uso de otras sustancias u otros instrumentos
como la filtracion, desinfeccion por gas, gases basados en cloro, soluciones como hipoclorito,
Nay, sal o &cido dicloroisociandrico, desinfectante Virkun S, peroxido de hidrégeno, entre
otros (Hicks y Huber, 2000). Cabe mencionar que Hicks y Huber, (2000) describen un
método atin mas eficiente llamado “presoak” que consiste en sumergir las semillas en agua
y posteriormente en una solucién a base de azucar, haciendo vulnerable a hongos, pero
también ayuda a humedecer la semilla que es un paso importante en el proceso de
germinacionde estas.

Por otra parte, dos Santos et al., (2020) describen un protocolo de desinfeccion usando una
solucion de alcohol al 70 % y luego se pasan a una solucion comercial (Candura) de
hipoclorito de sodio (NaOCI) con 2 - 2.5% de cloro activo y con enjuagues con agua destilada
estéril para eliminar el agente desinfectante. Dicho protocolo presentd un porcentaje de
contaminacion del 29.25% bacteriana, un porcentaje muy bajo a diferencia del utilizado en
este estudio que la mayoriade los contaminantes fueron flngicos y muy poco porcentaje fue
bacteriano.

Santos et al., (2019) reporta que el empleo de bajas concentraciones (1%) y el tiempo que
permanecen las semillas en la solucion desinfectante es eficiente para el establecimiento in
vitro de las semillas, ya que no se presenta toxicidad ni inhibicidn de las semillas. Mientras

mas tiempo se encuentran expuestas las semillas al agente desinfectante méas lo absorbe la
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semilla, reaccionando con sus aminoacidosy generando altas concentraciones de cloruro de
amonio (NH4Cl) y dioxido de carbono (CO,). De los 7 tratamientos que se utilizaron, solo el
3,4y 7 presentaron los % de contaminacion < 30 % > 10 % mas altos debido a la ausencia
de hipoclorito. Sin embargo, obtuvieron un % de germinacién mayor al 70 % pero menor al
90 %. Mientras que los demas tratamientos presentaron niveles de contaminacion bajo con
un porcentaje de germinacion similar entre ellos mayor al 85 %. Por otra parte, este estudio
no hubo ausencia de la solucion de hipoclorito, y en un tratamiento hubo nula presencia de

contaminacion.

6.2. Induccion de callos

Los explantes que alcanzaron un mayor desarrollo de callos fueron los hipocotilos respecto
a los cotiledones. De los tres reguladores de crecimiento, el IAA fue el regulador que mas
estimulo la induccién de los callos. Los tratamientos con mayor concentracion de 1AA
desarrollaron raiz principal. En cotiledones, indujo el desarrollo de pelos radiculares. La
mayoria de los tratamientos indujeron callos, debido a la combinacion de diferentes
reguladores de crecimiento teniendo como resultado > 60 % en cotiledonesy > 85 % en
hipocotilos. Cada tratamiento se evalud la potenciaen la cual los reguladores de crecimiento
indujeron callos, el numero de explantes que lograron formar callo, el nimero de callos
presentes por explante y el tiempo el cual los explantes lograron inducir callo exitosamente
(tabla5).

En los primeros 7 dias algunos explantes comenzaron a cambiar de tamafio y solo pocos
iniciaron con la induccion de callos, mientras el resto inducia la desdiferenciacion de las

células vegetales para formar el callo (figura 17).
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Figura 17. Explantes establecidos en medio de cultivo MS. A) Tratamiento 1 - cotiledones,
B) Tratamiento 1 - Hipocotilos, C) Tratamiento 2 - cotiledones, D) Tratamiento2 -
hipocotilos, E) Tratamiento 3 - cotiledones, F) Tratamiento 3 - hipocadtilos.

Los tratamientos 1, 2 y 3 comenzaron a formar pocos callos con presencia de pelos
radicularesen la zona que se encuentra en contacto con el medio de cultivo. La parte que no
se encuentra en contacto con el medio comenzd a aumentar su tamafio. El tratamiento que
forma callo los primeros 7 dias fue el tratamiento 4, el cual ya presentaba al menos dos callos

inducidos por explantes de hipocotilos (figura 18).
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Figura 18. Desarrollo de callos
del tratamiento 4 en hipocotilos.

En cotiledones la zona donde se indujo callo comenzé a desarrollar pelos radiculares los
cuales cubrian totalmente el callo.

Los tratamientos 6 y 7 comenzaron a desarrollar raiz principal acompariada con pelos
radiculares, sin induccion de callo (figura 20). Ademas, los explantes de cotiledones
incrementaron de tamano, a diferencia de los explantes de hipocotilos que solo pasaron de
tamario pequefio a tamafio mediano.

A partir del dia 12, se observé induccion de callo en todos los tratamientos, a excepcion del
tratamiento control, también el desarrollo de pelos radiculares en explantes donde no se
observo desarrollo dias anteriores. Asimismo, se presentaron explantes muertos con
incidencia de callo. Por otra parte, los tratamientos 5y 7 no desarrollaron pelos radiculares,
solo los explantes tuvieron una mayor tasa de crecimiento. Los explantes de hipocotilos del
tratamiento 5 no incrementaron de tamario, a diferencia de otros tratamientos donde el
material vegetal crecié unos pocos milimetros. Mientras tanto, los tratamientos 4, 5y 6
presentaron los niveles mas altos de callos inducidos después de 12 dias, donde el &cido-3-
indol acético (IAA) estuvo mezclado con el medio de cultivo. Sin embargo, en los demas
tratamientos se observé que la induccion de callos solo se presentaba en un porcentaje méas
bajo en los tratamientos restantes. Mientras tanto, en ambos explantes del control negativo
solo hubo presencia de raiz principal de gran tamafio, al igual que los explantes. La presencia
de gran porcentaje de callos en los explantes de cada tratamiento comenzoé el dia 21 (tabla

5). Se observo que los explantes de hipocotilos del tratamiento 4 comenzaron a diferenciarse
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en una parte del callo (figura 19), asimismo los pelos radiculares presentes en este tratamiento

disminuyeron debido al comienzo de la diferenciacion de las células.

Figura 19. Callos del tratamiento 4 con pelos radiculares
y comienzo de diferenciacionde las células.

Sin embargo, los cotiledones del tratamiento 2 obtuvieron el porcentaje mas bajo en el
desarrollode callosy los cotiledones del tratamiento 5 generd pelos radiculares alrededor del
callo, mientras que la otra parte del explante que solo esta en contacto con el medio de cultivo
aumentd de tamafio. Cabe mencionar que solo el tratamiento 6 desarrollé por completo una
raiz principal en presencia de pelos radiculares en el lugar donde se indujo callo. Los
hipocétilos del tratamiento 6 también desarrollaron raiz con pelos radiculares, pero de un
tamario mas pequefio. También en los explantes se observé que una parte del cotiledon no
desdiferenciado comenz0 a necrosarse.

Al final, un gran nimero de explantes, tanto de cotiledones como hipocétilos, desarrollaron
callos en todos los tratamientos, se observé que la mayoria de los explantes formaron callo
en la mayoria del cotiledon, mientras que en algunos tratamientos de hipocotilos el callo se
formd en los extremos, 0 en todo el explante (tabla5).

En el tratamiento 2 se observo poca induccién de callo y los explantes se quedaron con un
tamario pequefio, a comparacion de los demas explantes de los diferentes tratamientos. En el
caso del tratamiento control, los explantes de cotiledones e hipocotilos desarrollaron unaraiz

principal, sin callo (figura 20).
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Figura 32. Tratamiento 6 y 7 con presenciade raiz principal. A) Cotiledones — tratamiento
7, B) Hipocotilos — tratamiento 7, C) Hipocotilos — tratamiento 6

Khalafallaet al., (2010) reportan el empleo de diferentes concentraciones de la auxina 2,4-D
(4cido 2, 4 — diclorofenoxi acético) afiadido en la formulacion del medio de cultivo. Ademas
de que los explantes cultivados sobre medio sin esta fitohormona fallaron en la induccion de
callo, concluyendo que la auxina 2,4-D tiene la capacidad de iniciar el proceso de
callogénesis. La auxina en combinacion con alguna citoquinina es muy comun en la
formacion de callosy también para mantenerlos (Castillo et al., 1998). Sin embargo, diversas
investigaciones concluyeron que la 2,4-D es la mejor auxina para la induccion de callos tanto
en plantas monocotiledoneas, asi como también en plantas dicotiledoneas. En este estudio se
reportd un % de éxito del 100 % en cuatro tratamientos con concentraciones > 2.0 mgL?,
para esta investigacion solo dos tratamientos tuvieron un 100 % de éxito con una
concentracion de auxinas de 5y 2 mgL?! en conjunto con una citoquinina con una
concentracionde 5 mgL ™.

Por otra parte, Ahmad et al., (2010) reportan una frecuencia de induccién de callos en

aproximadamente 45 — 70 % de los explantes, dependiendo del tipo de auxina y la
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concentracion de esta. Con una concentracion de 2.5 uM de la auxina NAA solo el 45 % de
los explantes lograron inducir callo, sin embargo, con un aumento en la concentracion (10
HMM) el porcentaje de explantes con callo también aument6 de 45 % a 68.3 %. En un
tratamiento con la auxina sintética 2,4,5-T (2,4,5-triclorofenoxiacético) con una
concentracion de 10 uM el mismo porcentaje de explantes logra formar callo. También
mencionan que un aumento de la concentracidn sugerida puede Ilegar a disminuir el % de
explantes que forman callo. En este estudio con la mezclade tres reguladores de crecimiento
y su interaccidn (auxina-citoquinina) el 90 % de los explantes de hipocétilos pudo inducir el
proceso de formacién de callos, con concentraciones variables que oscilan entre los 2 mgL
hasta los 5 mgL™ sin exceder esta cantidad, mientras que los explantes de cotiledones bast6
con una concentracion de 3 mgL* para inducir callo, incluso para el desarrollo de pelos
radiculares alrededor del explante.

Bakhtiar et al., (2016) describio un protocolo empleando 4 reguladores de crecimiento, 2,4-
D, NAA, BAP y KN (quinetina) ya sea afiadidas solas al medio o combinadas una con otra.
Los callos comenzaron a observarse 25 — 30 dias después del cultivo que a diferencia con
este estudio que en los primeros 10 dias se observaron los primeros indicios de callo en
explantes de hipocétilosy cotiledones. Los explantes utilizados dieron resultados con un alto
% de callos formados, lo que confirma la interaccion de uno o mas reguladores de
crecimiento induce callogénesis en varias plantas, como, por ejemplo, Mentha spicata,
Thymus hyemalis y Brassica oleracea (Nordine et al., 2014; Poovaiah et al., 2006).

En este estudio el tratamiento control no indujo callo, solamente se desarrollé una raiz
principal y en la investigacion realizada por Bakhtiar et al., el tratamiento control no presentd
desarrollé ni de callos ni de raiz u otro 6rgano. Con una concentraciénde 1.0y 2.0 mgL™ los
explantes formaron callos color café, pero si se aumenta la concentracion hasta
aproximadamente 3.0 mgL™ y se induce calo en explantes el color de los callos cambia a un
tono café oscuro. En este estudio realizado, el tono de los primeros callos fue de color
amarillo. Los explantes cultivados en un medio suplementado con NAA solamente se forman

callos con color café claro.
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Tabla 5. Resultados por tratamientoy tipo de explante.

Tratamiento Tipo de explante % de explantes T‘e”?po en # de % de -
con callos dias callos regeneracion

T1 Hipocotilo 44 17 2 0
Cotiledon 76 20 1 0

T2 Hipocotilo 36 21 1 0
Cotiledon 36 12 2 0

T3 Hipocotilo 72 14 1 0
Cotiledon 80 19 3 0

T4 Hipocotilo 100 6 2 10
Cotiledon 64 8 3 0.5

TS Hipocotilo 100 10 2 0
Cotiledon 76 12 1 0

T6 Hipocotilo 92 9 2 0
Cotiledon 68 10 1 0

6.3. Analisis de varianza

El analisis de la varianza de dos vias arrojé diferencias altamente significativas en cuanto a
los tratamientos, lo cual significa al menos en un tratamiento el promedio de los callos fue
estadisticamente diferente al promedio de todos los demas tratamientos (tabla 6), siendo el
tratamiento 5 el que alcanzo un mayor promedio de presencia de callos por explante, y el
tratamiento 2 el menor promedio (figura 21). Por otra parte, la naturaleza del explante no
mostré diferencias significativas, lo cual implica que el explante es indistinto al tratar de
inducir formacidn de callos con los tratamientos utilizados (tabla 6), aun cuando el promedio
de explantes con callos es ligeramente mayor en los hipocétilos (figura 22). Sin embargo, si
hay una interaccion significativaentre el tipo de explantes y los tratamientos utilizados, por
lo cual, aun cuando el explante utilizado es indistinto, si es relevante cuando se utilizaen
conjunto con algun tratamiento en especifico.

Bakhtiar et al., (2016) reporta un 96 % de proliferacion de callos con un promedio de 6.8 +
1.0 (promedio £ error estandar) con una interpretacion significativa en los tratamientos,
mientras que un 78 % de proliferacion con un promedio 3.4 + 0.5 la cual se interpreta de
manera no significativa diferente a P<0.05 en ambos casos. Por otra parte, Ahmad et al.,
(2010) reporta un mayor nimero de valores con interpretacion significativa de 20 réplicas
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por tratamiento en tres experimentos repetidos. El tratamiento con mayor respuesta a la
induccidn de callo fue de 92 % con un promedio de 92.4 + 1.12, con una concentracién de
7.5 uM de BAP y 1.0 uM de NAA. Otros tratamientos se interpretan de manera no
significativacomo lo es el tratamiento con concentracion de 7.5 uM de BAP y 2.5 uM de
IBA.

Tabla 6. Analisis de la varianza para los promedios de callos por tratamiento, tipo de explante
e interaccion (p<0.05).

Fuente de Grados de Suma de Valor P Interpretacion

variacion libertad cuadrados
Tratamientos 6 24557.1079 7.6E-06 Altamente
significativo
Explantes 1 263.59029 0.29967 No Significativo

Interaccidn 6 3257.18119 0.08417 Significativo
Modelo 13 28077.8794
Error 14 3181.15425

% EXPLANTES CON CALLOS 28 DIAS
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TRATAMIENTOS

Figura 40. Comparacion de medias (+/- error estandar) de los porcentajes de explantes con
callos por tratamiento.
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Figura 42. Comparacion de medias (+/- error estandar) de los porcentajes de explantes con

callos por tipo de explante.

Diferenciacionde callos

6.4.

Los explantes que presentaron potencial de regeneracion fueron los del tratamiento 4, donde

después de 3 cambios de medio a un medio fresco cada 8 dias y varios cortes del callo para

hacer subcultivos se presento el desarrollo de pequefias hojas y un tallo (figura 23).

Figura 62. Callo con desarrollode talloy hoja.
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Cabe mencionar que no todos los tratamientos presentaron potencial de regeneracion, debido
a la ausencia de un regulador o la mezcla de otros que no tienen la capacidad de poder
regenerar una planta a partir de un callo (tabla 6).

La mezcla del BAP, NAA y IAA presentd un bajo porcentaje de regeneracion, pero fue el

unico tratamiento que tuvo esta capacidad (figura 24)

Figura 63. Callo diferenciado
del tratamiento 4 (BAP, NAA
y IAA).

Kanwar et al., (2010) reporta un porcentaje de regeneracion de 54.67 % cuando los explantes
se encuentranen un medio suplementado con una mezclade tres reguladores de crecimiento
(citoquinina-auxina-giberelina) con concentraciones de 8 uM de BA (6-benciladenina), 6 uM
de NAA y 6 uM de GAs. En algunos tratamientos se indujo la regeneracion de brotes y
aparecieron alrededor de 8 brotes por callo con un tamafio de 1.93 cm. En el caso de este
estudio solo aparecio un brote en un solo callo obtenido de explante de hipoc6tilo con BAP
en lugar de BA y IAA en lugar de GAs en el medio de cultivo. En cuanto al tamafio del brote
se estimade 1.0 a 1.40 cm. Sin embargo, en los reportes de Kanwar et al., (2010) solo los
cotiledones respondieron de manera positiva a la regeneraciény los callos de hipocétilos no
regenerarony los callos presentaron un color café con el paso del tiempo. Shekhawat et al.,
(2015) suplementaron un medio con una concentracién de 2.0 mgL? de BAP y otro con una
combinacion de KN, asi como un tratamiento control el cual no presentd indicios de
regeneracion de los explantes. Se observé que el tratamiento con BAP solamente es mas
efectivo comparado con resultados obtenidos del tratamiento con KN. A diferencia de este
estudio, el BAP present6 bajo porcentaje de regeneracion en callos, solo comenzo el proceso

de regeneracion cuando se encuentra en presencia de otro regulador.
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7. CONCLUSION

El establecimiento de un protocolo para inducir y diferenciar callos depende del tipo de
regulador de crecimiento, la concentraciona usar, el tipo de planta, entre otros factores para
que sea exitoso. La asepsia de semillas juega un papel importante en el cultivo in vitro, se
establecio que el mejor tratamiento de lavado para este proceso fue el 2 (tres minutos en
etanol al 70%, 25 minutos en cloro en relacidn uno a tres y diez minutos de enjuague con
agua destilada estéril), debido al menor porcentaje de contaminacion y a lamayor efectividad
de germinacién que se presento bajo este régimen. La naturaleza del explante no mostro
diferencias significativas, por lo que es indistinto al tratar de inducir formacién de callos con
los tratamientos utilizados, sinembargo, se observo mayor eficaciaen los hipocétilos, estos
presentaron una tasa mayor de induccion de callosy de regeneracion de estos, aunado a un
tiempo menor de crecimiento. Asimismo, lamezcla de diferentes reguladores de crecimiento
ya sea de dos 0 mas, tiene alta potenciade proliferacion de un callo, ademas del alto potencial
de regeneracidn que se presenta con altas concentraciones de auxinas y concentraciones bajas
de citoquininas. Laconcentracionde 5 mgL?* BAP, 2mgL*NAA y 5 mgL* IAA arrojé una

mayor tasa de efectividad en la induccion y diferenciacionde callos.
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