DEPARTAMENTO DE
FITOTECNIA

Maestria en Ciencias en UIRECCION GENEPAL ACADEMICA
DcPT0. DE SERVICIOS ESCOLARES

Biotecnologia Agricola OFICH.* DE ECAMENES PROFESIONAL S

in vitro 'Y EVALUACION ENZIMATICA DE
AMONIO  LIASA _ (PAL)

re Iidlsamum [L) Harms. LEGUMINOSA,’
OREATROPICAL “

Y QUE COMO REQUISITO PARCIAL
! = PAM OBTENER EL GRAW—D DE

BIOTECNOLOGIA AGRICOLA

IDROVO ESPiN‘FABlO MARCELO

Chapingo, Edo. De México,
Octubre de 2008

FITOTECNIA




RESPUESTAS in vitro Y EVALUACION ENZIMATICA DE
L-FENILALANINA AMONIO LIASA (PAL) EN Myroxylon balsamum
(L.) Harms. LEGUMINOSA ARBOREA TROPICAL

Tesis realizada por Fabio Marcelo Idrovo Espin bajo la direccion del Comité
Asesor indicado, aprobada por el mismo y aceptada como requisito parcial

para obtener el grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS EN BIOTEC?(%OGiA AGRICOLA.
/
[ |

DIRECTOR: L @ Fey

]

Dr. J?é/ﬁuis Rodriguez’De La O.

o W

Dr. Jn.jr"Porfirio Legaria Solano.

7 ,'/ 1/
oﬂbﬁnirez Maldonado.

/
yg

ASESOR:

=
er-y

iii



DEDICATORIA

A la mémoire affectueuse de mon pére bien-aimé, Leén. Merci pour ta patience,
ton savoir et 'amour dont tu m’as entouré tout au long de ma vie. Jamais je ne

t'oublierai.

A mi Madre querida y nuestra Familia en Ecuador que nos apoyan y dan

fuerzas desde la distancia.

A mi amada Sophia por ser mi compafera total.

A mis hijos Omar y Adrian, mi alegria y orgullo.



AGRADECIMIENTOS

A Sophia por los valiosos aportes, comentarios y por facilitarme las plantas y
semillas necesarias para mi investigacion, a Leon®, Ruth, Rita, Fernando,
Selene, Nicolas, Gilberto e Inés por su ayuda y aporte en los multiples tramites

previos para mi viaje y posterior estancia en México.

A mis profesores en Ecuador, Doctores Eduardo Mayorga, Wilson Parra, Arturo
Bastidas, Alberto Calderon, Msc. Fernando Novillo y personal de la Secretaria
de la Facultad de Ciencias Quimicas; al Dr. Alejandro Rivera de la Embajada
Mexicana en Ecuador; la Ing. Martha Carvajal Directora de Patentes del IEPI,
Msc. Lorena Sandoval, Personal y Colegas de la Direccion de Patentes por su
interés constante y por facilitarme segun el caso, constancias y calificaciones

de forma agil y oportuna.

Al personal del Instituto Ecuatoriano de Crédito Educativo IECE por su ayuda en
los tramites para ser favorecido con créditos econémicos necesario para mi

estancia en México.

Al Doctor Oscar Mascorro Gallardo por su constante apoyo antes de mi ingreso

al Programa de Maestria y durante mis estudios.

A Maria Celia Garcia Cadena por su incomparable ayuda en todos los tramites,

informacion y gestiones relacionados con la Maestria.

A Jorge Alatorre y su familia por el apoyo en la dificil tarea de ubicacion de la

especie.

A mis Profesores, Doctores Mascorro, Rodriguez De La O, Legaria y a la
Maestra Edith Garcia, por todas sus ensefianzas que valoro mucho; a la
Maestra Ernestina Cedillo por su apoyo respecto a la morfologia y botanica de

la especie.



A mi director de tesis Dr. José Luis Rodriguez De La O por su supervision,
consejos y apoyo en el desarrollo de mi investigacion, y mis asesores, Doctores

Juan Legaria y Hugo Ramirez por su tiempo y acertadas correcciones.

Al Dr. José Luis Romo Lozano Coordinador General de Posgrado de la UACH,

por su valiosa ayuda.

Al personal de Laboratorio de Cultivo de Tejidos Norma y Gisela, y alumnos de
estancia José Luis y Guadalupe por asistirme en mis labores con mucho
entusiasmo, a Eugenio Olivar y Mateo Barrientos del Laboratorio de Semillas de

Fitotecnia por su ayuda en el ensayo con tetrazolium.

A Halah, Efrain, Rocio, Lolita, Blanca, Agueda, Ménica y mis compaferos de
maestria Ismael y Oscar, gracias por sus consejos, colaboracion, conocimientos

y amistad.

Al personal de Servicios Habitacionales, en especial a Maria del Socorro Garcia

Cadenay la Ing. Elvia Orozco por su ayuda en mi estancia en Chapingo.

Al Dr. Juan Enrique Rodriguez Pérez por su apoyo desde la Coordinacion de
Posgrado en el Departamento de Fitotecnia. A la Dra. Ernestina Valadez y
Dr. Dante Rodriguez por facilitarme material, indispensable para mi

investigacion y al Técnico Gerardo Mendoza por su asistencia.

Al Dr. Emilio Maruyama por enviarme desde el Japon una copia de su articulo.
A la Prof. Isabelle Lecrueau y el Dr. Flavio Contreras por sus aportes al

presente trabajo.

Sin el interés demostrado por todos ustedes y su paciencia, mi investigacion

nunca se habria llevado a cabo, a todos mil gracias.

vi



DATOS BIOGRAFICOS

Fabio Marcelo Idrovo Espin, ecuatoriano de nacimiento cursa sus estudios de
Quimica en la Universidad Central del Ecuador, Facultad de Ciencias Quimicas,
Escuela de Quimica (1994-2002) donde obtiene su titulo de Quimico Puro con

Diploma de Honor por mejor puntaje del ultimo afo de carrera.

Participa como Investigador Cientifico del Programa de Mejoramiento del Sector
Agropecuario PROMSA del Banco Mundial y la Fundacién Wong en el Centro
Cientifico Rio Palenque, Los Rios, Ecuador (2002-2003).

Se dedicd a la docencia universitaria (2003-2004) para luego desempenarse
como perito examinador externo del Instituto Ecuatoriano de la Propiedad
Intelectual IEPI, encargado del examen de patentabilidad de solicitudes
extranjeras y nacionales en las areas agroquimicas y farmaceuticas.
Posteriormente es seleccionado y trabaja como perito examinador de fondo del
mismo Instituto Gubernamental (2004-2006).

Cursa sus estudios de Maestria en Biotecnologia Agricola, en la Universidad
Auténoma Chapingo (2006-2008).

Vil



RESPUESTAS in vitro Y EVALUACION ENZIMATICA DE L-FENILALANINA AMONIO
LIASA (PAL) EN Myroxylon balsamum (L.) Harms. LEGUMINOSA ARBOREA TROPICAL
RESPONSES in vitro AND ENZYMATIC EVALUATION OF L-PHENYLALANINE AMMONIA

LYASE (PAL) IN Myroxylon balsamum (L.) Harms. TROPICAL ARBOREAL LEGUME

Fabio Marcelo Idrovo Espin’, José Luis Rodriguez De La 0%

RESUMEN

Explantes de la leguminosa arbérea Myroxylon
Balsamum  (L.) Harms fueron cultivados en
medios MS (1962) suplementados con diferentes
promotores de crecimiento. Los resultados de
todos los ensayos se sometieron a analisis de
varianza y comparacién de medias (Tukey
a=0.05), usando el programa estadistico SAS.

A partir de segmentos nodales se obtuvieron los
mayores diametros promedios de callos con
medios suplementados con 0.0 mg; L' TDZ sin
BA y 0.132 mgL TDZ + 11 mgL BA, ambos
expuestos a intensidad de luz de 10 pmol-m” 257
Los menores didametros se obtuvieron con 0. 088
mg-L" TDZ sin BAy 0.0 mg'L”" TDZ + 1.1 mg-L”
BA en oscuridad. Los callos se necrosaron.

La longitud mayor de yemas axnares se obtuvo
con 2.5 mg- L' TDZ + 1.1 mg- L BA en oscundad
y las menores con 0.088 mg- L' TDZ + 1.1 mg- L’
BA que no respondieron.

Con |nten5|dad de luz de 10 pmol m?s”, 1 mg: [
BA, 05mgL KINyO2mgL 24 D produjo un
mayor dlametro de callos y 3 mg- L' BA, 3 mg: L’
KIN y 0.5 mg- L 2,4-D el menor diametro.

Los foliolos y raquis a diferentes concentraciones
de 2,4-D y ANA no respondieron.

No se encontro diferencia significativa en la
germinacion de semilla en medios suplementado
con diferentes concentraciones de BA y AGs. El
mayor porcentaje de germmacron (30 %) se
obtuvo con 1 mg: L'BA y 3 mg- L' AGs.

La evaluacion enzimatica de PAL en tres niveles
de intensidad de luz se hizo con un
espectrofotémetro midiendo, la variacion de
concentracion de trans cinamato cada 30
minutos. Segmentos nodales de M. balsamum
fueron cultlvados en 1 mg-L" BA, 0.5 mg- L KIN
y 0.2 mg: L' 2,4- D y se obtuvo la mayor actividad
(-75. 648 pkatg peso fresco) en oscuridad y la
menor (-12.487 pkatg peso fresco) con
intensidad de luz de 49 umol'm?s™".

Palabras clave: M. balsamum, intensidad de luz,
diametro, longitud, PAL, evaluacién enzimatica.

" Tesista

2 Director de tesis

ABSTRACT

Arboreal legume Myroxylon Balsamum (L.)
Harms explants were cultivated in MS (1962)
medium supplemented with different growth
promoters. The results of all the assays were
subjected to a variance analysis and mean
comparison (Tukey a=0.05), using the SAS
statistical software.

From nodal segments were obtained the largest
average drameters with medium supplemented
with 0.0 mg- L TDZ without BA and 0.132 mg- 7
TDZ + 11 mgL BA, both exposed to light
intensity of 10 pmol'm’ 257 The smallest
diameters were obtalned with 0 088 mg- L TDZ
without BA and 0.0 mg- L' TDZ + 1.1 mg- L' BAin
darkness. The calluses necrosed.

The largest |ength of axillar buds was obtained
with 2.5 mg- L' TDZ + 1.1 mg- L’ BA in darkness
and the smallest with 0.088 mg- L' TDZ + 1.1
mg- L BA did not respond.

With light |ntensmes of 10 pmol'm” 257! 1 mg- L’
BA, 05 mglL"' KIN and 02 mgL 24D
produced a larger callus diameter and 3 mg- L’
BA, 3 mgL KIN and 0.5 mgL 2,4-D the
smallest diameter.

The leaflets and rachises at different
concentrations of 2,4-D and NAA did not
respond.

No significant difference was found in seed
germination in  medium supplemented with
different concentrations of BA and GAs. The
largest percentage of germination (30 %) was
obtained with 1 mg-L”" BA and 3 mg: L GAs.

The enzymatic evaluation of PAL in three levels
of light intensity was made with a
spectrophotometer measuring the concentration
variation of transcinnamate every 30 minutes.
Nodal segments of M. ba/samum were Cultlvated
|n1mgL BA, 05mgL KINand02mgL 2,4-
D and the largest activity (-75. 648 pkat-g- ! fresh
weight)  was obtalned in darkness and the
smallest (-12.487 ukat g ! fresh weight) with light
intensity of 49 pmol-m” %5

Key words: M. balsamum, light intensity,
diameter, length, PAL, enzymatic evaluation.

" Thesis writer

2 Thesis director
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I. INTRODUCCION

Myroxylon balsamum (L.) Harms esta considerada como una especie
de interés comercial y de conservacion, se encuentra dentro de la lista roja de
especies amenazadas de Guatemala y Costa Rica. México debido a factores
como el clima o la topografia, posee alrededor del 10 % de la flora del mundo,
entre el 20 y el 30 % de las especies vegetales del pais, son de tipo endémico y
es ademas el centro de origen y diversidad de varias especies cultivadas.
Actualmente, muchas de estas variedades estan amenazadas por la
destruccion de ecosistemas y la sustitucion de cultivos tradicionales por

variedades mejoradas (Knudsen, 2000).

El empleo de la micropropagacion, ha sido para la produccion comercial
a gran escala y mejoramiento de especies forestales tradicionales como
eucalipto, también para ornamentales lefiosas temperadas como Rhododendron
sp., lila Syringa vulgaris, o Kalmia sp. Hasta la presente fecha el Unico trabajo
relacionado con cultivo in vitro de M. balsamum es el realizado por Maruyama et
al. (1989).

Por la importancia forestal, maderable y medicinal de la especie
Myroxylon balsamum (L.) Harms, el presente trabajo busca evaluar las
condiciones in vitro que permitan obtener un protocolo de multiplicacion clonal
de esta leguminosa arborea tropical. Ademas, debido a que M. balsamum es
considerado como una especie tolerante a la sombra (Souza y Valio, 2003), se
pretende determinar la respuesta fotomorfogenica en explantes de segmentos
nodales in vitro, y realizar la evaluacion enzimatica de Fenil alanina amonio
liasa (PAL) en explantes de segmentos nodales a niveles de luz diferentes,

informacion que no se conoce hasta el momento para esta especie.



Il. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Establecer las condiciones in vitro que permitan definir un protocolo para

la propagacién de Myroxylon balsamum (L.) Harms.

2.2. Objetivos particulares

1. Evaluar las respuestas in vitro de segmentos nodales de M. balsamum en
diferentes concentraciones de tidiazurén, benciladenina y 2,4-D bajo dos

niveles de intensidad de luz.

2. Evaluar las respuestas morfogénicas en peciolos, raquis y foliolos de M.
balsamum en diferentes concentraciones de 24-D y acido naftalén

aceético y dos niveles de intensidad de luz.

3. Evaluar la germinacion in vitro de semillas de M. balsamum bajo

diferentes concentraciones de acido giberélico y benciladenina.

4. Comparar la actividad de PAL en células obtenidas a partir de segmentos

nodales de M. balsamum en tres niveles de intensidad de luz.



IIl. HIPOTESIS

Se plantearon las siguientes:

1. Existe diferencia entre las respuestas in vitro de segmentos nodales de
M. balsamum a diferentes concentraciones de tidiazurén y benciladenina

en dos niveles de intensidad de luz.

2. Existe diferencia entre las respuestas in vitro de segmentos nodales de
M. balsamum a diferentes concentraciones de benciladenina, cinetina y
2,4-D.

3. Existe diferencia entre las respuestas in vitro de peciolos, raquis y foliolos
de M. balsamum a diferentes concentraciones de 2,4-D y acido naftalén

acético y dos niveles de intensidad de luz.

4. Existe diferencia entre las respuestas in vitro de semillas de M.
balsamum a diferentes concentraciones de acido giberélico vy

benciladenina.

5. Existe diferencia entre la actividad enzimatica de PAL en células
obtenidas a partir de segmentos nodales de M. balsamum en tres niveles

de intensidad de luz.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Descripcion y distribucion.

De acuerdo con Vivero et al. (2006), el nombre aceptado de esta especie
es Myroxylon balsamum (L.) Harms, conociéndose ademas diversas sinonimias

como Myroxylon balsamum var. pereirae (Royle) Harms o M. toluiferum A. Rich.

En México se encuentra distribuido en el Golfo, Veracruz, Oaxaca, la

Peninsula de Yucatan y Chiapas (Pennington y Sarukhan, 20095).

Se distribuye también en Guatemala, Belice, Honduras, Nicaragua, Costa
Rica, Panama, El| Salvador, Brasil, Ecuador, Colombia, Peru vy Venezuela
(Vivero et al. 2006;; Villacrés, 1995).

M. balsamum es un arbol que alcanza alturas de 45 m y de diametro
normal de 1 m. Se encuentra en bosques primarios lluviosos perennes, a
elevaciones de entre 100 a 700 msnm en climas muy humedos.
Preferentemente en suelos calcareos o en aquellos derivados de materiales
igneos o en riscos, también en areas planas totalmente drenadas (Vivero et al.
2006).

Las plantas pueden sobrevivir bajo condiciones diferentes de luz
modulando el desarrollo de sus hojas de acuerdo con la luz ambiental, las hojas
de sombra se forman bajo condiciones de luz baja. Este tipo de hojas son mas
anchas y de menor espesor, con razones de respiracion y fotosintesis menores

en comparacion con las hojas de luz (Ferjani et al., 2008).

La tolerancia a la sombra es una combinacién de mecanismos que
mejoran la captura de luz reduciendo el gasto energético a través de la
actividad respiratoria (Smith, 2000) Souza y Valio (2003) clasifican a

M. balsamum como un arbol tolerante a la sombra.



4.2. Usos e importancia de M. balsamum

En Nicaragua, M. balsamum es usado para elaborar artesanias, en

Panama para fabricar parquet, puertas y muebles (Gillett y Ferriss, 2005).

Su madera es dura, pesada, resistente a deterioro y aromatica, se usa en
construccion, para manufacturar guitarras y marimbas y combustible; la resina
es empleada en perfumeria y como incienso. En medicina tradicional, se usa
como expectorante, para curar afecciones respiratorias y sedante en casos de
inflamacion de la vejiga causada por bacterias (cistitis). Ademas los frutos secos
son usados para tratar costras (Singleton y Sainsbury, 2006; Vivero et al., 2006;
Mathias et al., 2000).

También se han probado extractos de tallo de M. balsamum para el
tratamiento de hemorroides (Matlawska, 2002) y extractos de la corteza seca de
como larvicidas en contra del mosquito portador del dengue Aedes aegypti
(Simas et al. 2004).

De acuerdo con Vanaclocha y Cafigueral (2003) la oleorresina conocida
como Balsamo de Tolu obtenida de troncos chamuscados y dafiados de M.
balsamum (usada como expectorante, antitusivo y antiséptico en forma de
jarabe) se compone de acido benzoico y benzoatos, acido cinamico libre (entre
10 y 20 %) y cinamatos. Robles et al. (2000) mencionan que en El Salvador
para el afio 1998, el latex obtenido a partir de M. balsamum represento un
volumen de 27291 kg-afio', y en Nicaragua M. balsamum es considerado
como entre las ocho especies mas importantes de plantas medicinales siendo

su volumen de produccién anual de 16000 kg-afio ™.

4.3. Conservacion de M. balsamum y potencial de investigacion
biotecnoldgica

La creciente demanda de productos forestales, promueve el desarrollo de

tecnologias que asistan a los programas tradicionales de cultivo de arboles,



con la finalidad de producir arboles fenotipicamente superiores y genéticamente
mejorados (Yildrim et al., 2006).

Vera (2003) estimé que en México existian mas de 1000 arboles de M.
balsamum en reservas o areas naturales, mas de 1000 en bosque ordenado, y

mas de quinientos en campos de aldeas y granjas.

El mismo autor destaco que en México, M. balsamum es una especie con
un claro valor potencial o futuro en productos no maderables como goma,
resina, aceite, taninos, medicinas, tintes y otros. Sefal6 también que dentro de
las reservas ecoldgicas existen talas ilegales de esta especie, la que se
encuentra clasificada dentro del grupo de especies sobre las cuales podrian
ejecutarse regulaciones en su aprovechamiento y que contarian con una alta
probabilidad de degradacién o pérdida genética. Finalmente, determiné que M.
balsamum se encuentra dentro de la lista de especies prioritarias en relacion

con:

< Exploracién taxonémica.

<« Recoleccion de material reproductivo para ensayo y evaluacion.

< Ensayo y evaluacion (ensayos de campo a nivel de procedencia o
progenie o a nivel clonal).

< Uso de germoplasma procedente de seleccion y mejora genetica.

< Investigacion sobre fenologia, sistemas de mejora genética, floracion,

fructificacion.

Y dentro de la lista de especies que deben estudiarse con urgencia inmediata

en relacion a:

< Conservacion y ordenacion genética in situ.
< Conservacion ex situ.
< Recoleccién de semillas o germoplasma para plantacion.

< Investigacién sobre silvicultura y ordenacion.



4.3.1. Cultivo in vitro de M. balsamum

La micropropagacion es una de las mas innovadoras tecnicas para
propagar asexualmente y de forma efectiva, plantas medicinales, aromaticas vy
para la explotacién comercial de valiosos derivados farmaceéuticos de plantas,
puede producir grandes volimenes de material vegetal élite a traves de todo el

ano, sin los problemas derivados de las estaciones (Faisal et al., 2005).

Maruyama et al. (1989), utilizaron como material de origen segmentos
nodales de plantulas de M. balsamum de entre cinco a seis meses de edad y
reportaron elongacion de yemas en medio de plantas lefiosas (del ingles VWoody
Plant Medium WPM) suplementado con 1 mg-L’1 de benciladenina (BA conocida
también como bencilamino purina BAP). Ademas obtuvieron callos sobre la
superficie de los cotiledones de semillas de M. balsamum en medio de plantas
lefiosas suplementado con 1 mg-L"' de BA, 5 mg-L" de acido naftalénacético
(NAA) y 0.01 mg-L"1 de acido 2 4-diclorofenoxiacético (2,4-D). En ambos casos,
el procedimiento de desinfestacion incluyo la inmersion del material vegetal en
etanol al 70 % durante 1 min, luego inmersion en una solucion al 0.1 % de
HgCl, y finalmente enjuague con agua destilada y esterilizada durante tres

ocasiones.

En cambio, al reemplazar la solucion al 0.1 % de HgCl, por una solucion
al 5 % de H,O, durante 15 minutos y siguiendo el mismo procedimiento anterior
para desinfectar semillas, se produjo la contaminacion de las mismas. No

especificaron si el tipo de contaminacion fue bacteriana o fungica.

Hasta la presente fecha, este es el unico documento sobre el cultivo in

vitro a partir de material vegetal de M. balsamum.

4.3.2. Enzimas

Son proteinas que catalizan reacciones bioquimicas necesarias para la
vida, la accion catalitica es usualmente muy especifica y puede afectarse por la

presencia de otras sustancias como inhibidores y coenzimas. Las coenzimas



son compuestos organicos que transforman la enzima a una forma

cataliticamente activa.

Las enzimas se clasifican de acuerdo con el tipo de reaccién catalitica,
asi se agrupan las oxidoreductasas, transferasas, hidrolasas, ligasas y liasas,
estas Ultimas catalizan la adicién de grupos quimicos a dobles enlaces (Missen
et al. 1999).

De acuerdo con Whitford (2005) y Gilbert (2000), la velocidad (v), razén o
actividad, de la reaccién enzimatica es proporcional a la remocién de sustrato
(S) o alternativamente a la razén de formacién del producto (P) sobre la
variacioén del tiempo.

dt dt

4.3.3. L-Fenilalanina amonio liasa

La enzima L-Fenilalanina amonio liasa EC 4.3.1.5 (del inglés
L-Phenylalanine Ammonia-Lyase PAL), es el vinculo entre el metabolismo
primario y el secundario. PAL es una enzima ubiquita y constitutiva en todas las
etapas de desarrollo de las plantas y ausente en animales, es una enzima clave
en la respuesta al estrés, su biosintesis se estimula por el ataque de patdégenos,
heridas en los tejidos (acumulada en la vecindad de tejido afectado),
promotores de crecimiento, luz, bajas temperaturas, bajos niveles de nitrégeno,
fosfato o hierro, aplicaciéon herbicidas y fungicidas (Figura 1). (Vidhyasekaran,
2008; Ritter y Schultz, 2004; Sanchez et al., 2000).

Luz )

Heridas

Promotores de
crecimiento |
Temperatura
Nutrientes

Herbicidas y fungicidas -
Patégenos | ‘\0

Figura 1. Factores que inducen la respuesta de PAL.



De acuerdo con Ritter y Schultz (2004), la enzima PAL cataliza la
eliminacion no oxidativa de amonio a partir de la L-fenilalanina para generar
transcinamato (Figura 2), éste a su vez es el precursor de numerosos
compuestos fenilpropanicos (Figura 3) que cumplen variadas funciones
esenciales como mecanismos de soporte (ligninas), protectores contra factores
estresantes bioticos y abidticos (antipatégenos, fitoalexinas, antioxidantes, y
compuestos absorbentes de radiacion UV) asi como pigmentos (antocianinas),
en sefalizacion (formacion de flavonoides que intervienen como factores de

nodulacion).

a)

Figura 2. Mecanismo de eliminacion de amonio a partir de L-fenilalanina. a) L-
fenilalanina se une al centro activo de PAL. b) Eliminacién de amonio y

produccién de transcinamato (basado en Ritter y Schultz, 2004).



En Pinus taeda L., el peso molecular de la subunidad de PAL estimado a
partir de SDS-PAGE es de 74000 g'mol”, y en su forma nativa, estimada a

partir de cromatografia de filtracion en gel es de 280000 g-mol’ (Whetten y
Sederoff, 1991).

Flavonas, flavononas, isoflavonas, flavonoles, antocianidinas.
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Figura 3. Biosintesis de fenilpropanoides (basado en Rogers y Campbell 2004,
Stewart et al., 2001).
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La enzima es un tetramero y contiene dos sitios activos por molécula
(Vidhyasekaran, 2008). PAL es una proteina predominantemente a-helicoidal
con el 52 % de residuos distribuidos en 23 a-hélices y apenas 5 % de residuos
en ocho cadenas B (Ritter y Schultz, 2004).

La homologia de PAL en plantas es de alrededor del 60 %. Muchas
plantas contienen multiples isoenzimas, Arabidopsis thaliana también posee
las cuatro isoenzimas PAL1 a PAL4 (Ritter y Schultz, 2004).

El numero de genes pal por genoma de planta haploide es variado,
desde 1 a 5 hasta 40 a 50 en papa, en promedio se encuentran entre 3 y 4 de

estos genes (Logemann, 1995).

PAL ha sido localizada mediante inmunofluorescencia e inmuno
etiquetado mediante oro dentro de las regiones densas tubulares del reticulo

endoplasmico (Schopker et al., 1995).

En estudios de la actividad de PAL, Ritter y Schulz (2004) usaron
L-fenilalanina como sustrato y midieron espectrofotométricamente la actividad
de PAL, determinando el cambio en la concentracion de transcinamato formado,
teniendo el coeficiente de absortividad molar del transcinamato a 290 nm un
valor de €,90= 10000 M cm™.

En plantas de perejil (Petroselinum crispum), Logemann et al. (1995)
determinaron que la acumulacién transitoria de PAL se originé por luz blanca
que contenia luz UV, elicitores fungales y heridas. Ademas identificaron 4 genes
de la familia de PAL, pal?y pal2 son miembros cercanamente relacionados, sus
promotores proximales a la caja TATA y regiones codificantes son
practicamente idénticas, y dos miembros adicionales pal3 y pal4 (Figura 4). De
estos genes, pal 1 hasta 3 estan regulados de forma similar en hojas, raices y
cultivos de células, en cambio pal4 exhibié expresion diferencial en respuesta a
heridas en raices, no asi en hojas, ademas de no responder a estimulos

luminosos.
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Figura 4. Promotores de genes pal en perejil (Basado en Logemann et al.
1995).

También mencionan que presumiblemente esta diferencia se debe a la
distribucion de los elementos cis conocidos como P, Ay L.

4.4. Cultivo in vitro de leguminosas arbdéreas lefiosas vy

leguminosas

En un monitoreo extenso de taxa de plantas lefiosas que incluyeron 126
especies entre 67 géneros, 33 familias, 16 o6rdenes y seis subclases se
encontré que las especies del orden Fabales (incluyendo las leguminosas,
exhibieron una respuesta positiva al cultivo in vitro con citocininas (Mudge y
Brennan, 1999).

Husain et al. (2007) reportaron brotacion multiple a partir de segmentos
cotiledonares en plantulas de 18 dias de edad en la especie Pterocarpus
marsupium Roxb. en medio Murashige y Skoog MS (1962) suplementado con
tidiazurén (TDZ) a concentraciones de entre 0.022 hasta 2.2 mg-L™" (0.1 - 10.0
UM respectivamente), obteniendo la mayor frecuencia de regeneracion vy

maximo numero promedio de brotes a las seis semanas de cultivo a una
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concentracién de TDZ de 0.088 mg-L™" (0.4 uM). La elongacién de brotes fue
mayor en un medio suplementado con 1.125 mg-L" (5.0 uM) de BA.

Finalmente, el mejor tratamiento para enraizamiento fue obtenido
mediante medio Murashige y Skoog MS al 50 % suplementado con acido
indolbutirico (AIB) a una concentracion de 0.0406 mg-L'1 (0.2 uM) y 3.96 uM de

piroglucinol luego de cuatro semanas de siembra.

Agrawal y Sardar (2007) obtuvieron un mayor numero promedio de
embriones somaticos por callos de segmentos cotiledonares, a partir de
semillas de Cassia angustifolia en dos medios diferentes, el primero MS
suplementado con 0.563 mg-L" (2.5 uM) de BAy 2.21 mg-L™" (10.0 uM) de 2,4-
D y el segundo MS suplementado con 0.538 mg-L™" (2.5 uM) de cinetina (Kin) y
2.21 mg-L™" (10.0 uM) de 2,4-D.

4.5 Fotomorfogénesis

Es una propiedad esencial encontrada en practicamente todas las etapas
de la ontogenia de plantas superiores, muchas caracteristicas morfo vy
fisiologicas usualmente constitutivas en una planta verde normal, son de hecho

adaptaciones epigenéticas de la luz ambiental (Vince-Prue, 1994).

De acuerdo con el mismo autor, en plantas superiores para que la
fotomorfogénesis y respuestas fotoperiddicas ocurran, la luz debe ser
absorbida, esto ocurre principalmente por dos pigmentos fotoreceptores, el
fotoreceptor de absorcion azul/UV-A a veces llamado criptocromo y el fitocromo.
El primero (probablemente una flavoproteina) absorbe luz solamente en el azul
(400-500 nm) y cerca del ultravioleta (UV-A 320-400 nm). El segundo absorbe
principalmente en el rojo (600-700 nm) y rojo lejano (700-760 nm).

El nivel de irradiacion es un factor ecolégico importante de las plantas
fotoautotropicas, solamente la radiacion fotosintéticamente activa (del inglés
Photosynthetically Active Radiation PAR) comprendida entre 400 a 700 nm es la

que interviene directamente en la fotosintesis (Lambers et al., 1998).
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Debido a las caracteristicas del fitocromo, para la fotomorfogénesis la
calidad espectral de la radiacion es el factor importante antes que la cantidad
absoluta de radiaciones, esta calidad se expresa como la razon entre la

radiacion roja y roja lejana (Lambers et al. 1998; Vince-Prue, 1994).

indice de afluencia de fotones en banda de 10 nm centrados en 660 nm

R:RL =
indice de afluencia de fotones en banda de 10 nm centrados en 730 nm

Por ejemplo, en la especie Chenopodium album expuesta a luz blanca
uniforme, Smith (2000) report6 elongacion incrementada de tallo a indices bajos
de R:RL y encontré ademas un efecto cuantitativamente similar entre otras

especies estudiadas.

Existen mas de un tipo de proteina fitocromo y con diferentes
caracteristicas, particularmente con respecto a su estabilidad dentro de la
planta, se ha sugerido que estos tipos de fitocromos tienen diferentes funciones
bioldgicas pero esencialmente tiene la misma propiedad fotoquimica (Figura 5)
la reversibilidad del pigmento a sus dos estados rojo (estado inactivo Pr) y rojo
lejano (estado activo Prl) con cortos periodos de exposicion en cada caso
(Vince-Prue, 1994).

Los espectros de absorcién del Pr y Prl muestran solapamiento
considerable, a lo largo del espectro de luz visible, debido a esto los fitocromos
estan presentes en una mezcla en equilibrio de las dos formas bajo casi todas

las condiciones de irradiacion (Whitelam et al., 1998).
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Figura 5. Representacién esquematica de la fotomorfogénesis a) Estados
activo e inactivo del fitocromo. b) Recepcion, Pr sufre isomerizacién en una
mezcla de Pr y Prl. ¢) La formacién de Pr inicia la transduccién, la sefal
luminosa es transferida a los genes de la planta dentro del nucleo celular. d)
Genes inducidos inician transcripcién y traduccién hasta la formaciéon de
proteinas que regulan los ciclos de crecimiento de la planta (Basado en Jacobi
et al., 2005; Vince-Prue, 1994).

4.6 Cultivo de tejidos vegetales
4.6.1. Tipos de células vegetales

Trigiano y Gray (2005), mencionan que las células de plantas pueden ser
de cuatro tipos, meristematicas, parenquimaticas, colenquimaticas y
esclerenquimaticas.

4.6.1.1 Meristematicas

De acuerdo con Sussex y Kerk (2002), el meristemo es un sitio de
divisién celular continua, caracteristico de la mayoria de plantas multicelulares y
se localiza en zonas especificas de las mismas. Los meristemos apicales del

brote (shoot apical meristem SAM) y de raiz (root apical meristem RAM) se
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encuentran en la punta de cada eje del brote o de la raiz respectivamente en
plantas vasculares, un meristemo apical esta también en la punta de cada brote

axilar y en cada raiz lateral.

Las zonas meristematicas donde se forman, especializan y diferencian
las células, se encuentran separadas de las zonas funcionales compuestas por
células maduras donde ocurren los procesos metabdlicos, es asi como las
plantas crecen y mantienen constantemente su actividad metabdlica total de
forma balanceada (Fletcher, 2002; Sussex y Kerk, 2002).

Taiz y Zeiger (2002) denominan a los meristemos apicales de raiz y de
brotes (formados durante la embriogénesis) como meristemos primarios.
Después de la germinacion la actividad de estos meristemos produce los tejidos
y organos que forman el cuerpo primario de la planta. Los meristemos
secundarios post embriogénicos y presentes en la mayoria de plantas, incluyen
los meristemos axilares, de inflorescencia, florales, intercalares y laterales. Los
meristemos axilares se forman dentro de las axilas de hojas y se derivan del
meristemo apical del brote, el crecimiento y desarrollo de estos producen ramas

a partir del eje principal de la planta.

De acuerdo con Fletcher (2002), la formacion del tallo ocurre dentro de
las capas mas profundas del meristemo, adicionando anchura al brote, los
6rganos en cambio se generan los flancos del meristemo, mientras que la

reserva de células madre se mantienen en el apice.

4.6.1.2. Parenquimaticas

Son células aproximadamente isodiamétricas (ancho y largo de igual
longitud), de forma elongada o globular, que pueden encontrarse a lo largo del
cuerpo de la planta, en tejidos primarios y secundarios, tienen nucleos y
protoplastos funcionales (citoplasma). Estas células se consideran como
relativamente indiferenciadas en comparacién con las esclerenquimaticas y

capaces de reanudar actividad meristematica mediante diferenciacion. Este tipo
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de células y tejidos se involucran con el desarrollo adventicio de raices y brotes,

cicatrizacion de heridas y otras actividades (Trigiano y Gray, 2005).

4.6.1.3. Colenquimaticas

Son mas elongadas que las parenquimaticas, se especializan en formar
el soporte mecanico de la planta, tienen paredes primarias suaves, flexibles,
desigualmente delgadas, compuestas mayormente de celulosa con algo de

pectina pero nunca lignina.

Son similares a las parenquimaticas en que tienen nucleo y protoplasma y son
capaces de desdiferenciaciéon y actividad meristematica. Se encuentran
generalmente en tallos jovenes y peciolos de hojas, funcionan como tejido de

soporte flexible.

4.6.1.4. Esclerenquimaticas

Son ceélulas delgadas, largas o isodiamétricas hasta elongadas
(esclereidas). Intervienen en soporte mecanico y conduccion de agua, estan
dentro de los cuatro 6rganos mayores de las plantas. Tipos de ceélulas
especificas incluyen fibras, elementos vasculares, traqueidas y esclereidas
tomando varias formas, incluyendo astroesclereidas (de forma de estrellas), en
forma de piedras y asi por el estilo. Son altamente diferenciadas e incapaces de

desdiferenciarse y reanudar la actividad meristematica (Trigiano y Gray, 2005).

4.6.2. Produccion in vitro de brotes

De acuerdo con Seedhabadee et al. (2002) complejos estimulos inducen
una serie de eventos a nivel molecular apenas conocidos, que dictaminan el
desarrollo de células en cultivo. El resultado de dichos eventos conduce a la

produccién de brotes in vitro a partir de cuatro rutas posibles:
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a) Elongacion de meristemos dormantes.
b) Formacion adventicia de brotes.

c) Organogénesis.

d) Embriogénesis somatica.

La ruta de formacién adventicia involucra el desarrollo de novo de un

brote o de brotes a partir de puntos diferentes a la axila de hojas o apices.

4.6.3. Medios de cultivo

El medio mas usado en cultivo de tejidos es el de Murashige y Skoog MS
(1962), cerca del 70 % de procedimientos como la induccion de embriogénesis
somatica involucran el uso del medio MS. Ha probado ser satisfactorio para el
cultivo de tejidos de muchas especies. Factores abidticos e interacciones
pueden determinar la disponibilidad cuali y cuantitativa de los componentes del
medio; ademas, las plantas no tienen acceso a todo el volumen del medio
(Debergh et al., 1994).

4.6.4. Reguladores de crecimiento y hormonas

Las hormonas son sustancias encontradas de forma natural dentro de los
tejidos (endoégenas) que tienen una funcion de regulacion del crecimiento y
desarrollo, los reguladores de crecimiento de plantas (del ingles Plant Growth
Regulators PGRs) son de origen sintético con actividades fisiologicamente
similares a las hormonas y se afiaden a los medios de cultivo (exégenos). Estos
dos tipos de sustancias son activas a muy bajas concentraciones (George,
2008).

Beyl (2005) menciona que a concentraciones de entre 0.001 a 10 uM, los

reguladores de crecimiento de plantas demuestran su efecto.
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4.6.4.1. Auxinas

De acuerdo con Mehdi (2002), las plantas y cultivos poseen acido indol
acético de forma natural, se ha aislado también de bacterias, hongos vy

plasmolisados de levadura, su funcion aun no es clara en estos ultimos.

El mismo autor menciona que hay muchos compuestos sintéticos puros
que imitan la accion fisiologica similar al del IAA; sin embargo, la tendencia en
afios recientes es el de usar hormonas naturales de plantas para regular el
crecimiento de cultivos y aumentar la produccion. Esto debido a que actuan en
bajas concentraciones y son totalmente degradados, por tanto no son

amenazas ambientales o ecologicas.

Las auxinas son quimicamente diversas pero pueden ser clasificadas en

cinco categorias mayores:
a)  Acidos indol acéticos.
b) Acidos naftalénicos como el acido naftalenacético (ANA).

c) Acidos clorofenoxi como el acido 2,4-diclorofenoxiacético o 2,4-D
(Figura 6) conocido por ser un poderoso defoliante y herbicida cuando se usan

en altas concentraciones.

d) Derivados del acido benzoico.
e) Derivados del acido picolinico.
CH»
o~ TCOOH
Cl
Cl

Figura 6. Estructura quimica del Acido 2.,4-diclorofenoxiacético (Taiz y
Zeiger, 2002).
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Las auxinas son abundantes en regiones meristematicas, hojas jovenes,
6rganos florales, frutos en desarrollo y semillas, la concentracién de AlA es alta

en 6rganos jovenes de crecimiento rapido (Mehdi, 2002; George, 2008).

George (2008) menciona que la concentracién de las auxinas decrece
con la edad y es afectada ademas por factores externos como la longitud de
onda de la luz, su intensidad y el fotoperiodo. Por ejemplo, en plantas de
Chenopodium rubrum, el contenido endbgeno de AIA fluctGia bajo un régimen

de fotoperiodo y cuando las plantas son mantenidas en oscuridad constante
(Figura 7).
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Figura 7. Concentracion de AIA libre en Chenopodium rubrum bajo
diferentes regimenes de fotoperiodo, basado en George (2008).

La respuesta de la auxina se relaciona con la concentracion, la cual es
de forma normal, extremadamente baja. En plantas, el IAA libre esta en el orden
de 10°® g/kg de peso fresco (Mehdi, 2002).

4.6.4.2. Citocininas

De acuerdo con Carra et al. (2006) se descubrieron como hormonas de

plantas al promover la division celular y diferenciacion en cultivos de tejidos de
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tabaco, desde entonces han mostrado regular una variedad de actividades
bioldgicas en todas las plantas y cultivos de tejidos, promueven el crecimiento
de yemas axilares, estimulan la expansiéon de las hojas y suprimen la
senescencia de las hojas en todas las plantas, también median algunos
procesos regulados por la luz como la de etiolacion y diferenciacion de
cloroplastos, se ha demostrado que inducen la muerte celular programada en

animales y plantas.

Iriondo et al. (1995) obtuvieron brotacion multiple a partir de segmentos
nodales de arboles maduros de Elaeagnus angustifolia L. cultivados en medio
MS y suplementados con 0.88 uM (0.198 mg-L™") de BA.

La actividad de citocinina es una propiedad de dos clases de
compuestos, los que se encuentran de forma natural derivados de adenina N6-
sustituidos y los derivados sintéticos de fenilurea (Figura 8). La difenil urea DPU
(Diphenylurea) fue la primera fenilurea identificada con actividad de citocinina y
este descubrimiento fue seguido por la sintesis de analogos como el N-fenil-N'-
1,2,3-tiadiazol-5-ilurea o tidiazurén TDZ (thidiazuron), con actividad de citocinina

incluso mayor que aquellas derivadas de tipo adenina (Carra et al., 2006).

g% eNde
éﬁ »

Figura 8. Estructuras quimicas de tres citocininas. a) Cinetina KIN. b)
Benciladenina BA. ¢) Tidiazuron TDZ. (Basado en Taiz y Zeiger, 2002)

Muchas especies de plantas lefiosas, en particular arboles leguminosos

se conocen por su naturaleza recalcitrante de regeneracion (Husain et al.,
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2007), el TDZ ha sido usado para facilitar el cultivo de brotes de especies
lefiosas recalcitrantes (Kane, 2005).

De forma general Banerjee et al. (2004) mencionan que las especies de
plantas que exhiben morfogénesis con la sola presencia del TDZ ha aumentado
con el paso de los afos facilitando el mejoramiento en la tecnologia del cultivo

de tejidos.

4.6.4.3. Combinaciones de auxinas y citocininas

De acuerdo con Kane (2005) las citocininas endogenas se sintetizan en
las puntas de la raiz y las auxinas en los primordios de hojas, por tanto los
explantes pequefos (especialmente los domos de meristemos apicales)
exhiben gran dependencia de citocininas y auxinas exoégenas para tener una
maxima sobrevivencia y desarrollo de los brotes. En cambio explantes de brotes
mas grandes por lo general no necesitan de una auxina para el establecimiento

del cultivo.

La respuesta de explantes en medios de cultivo es a veces similar, por
ejemplo razones altas de concentracion de auxina sobre concentracion de
citocinina inducen formacién de raices en brotes e iniciacion de callos en

monocotiledéneas (Gaba, 2005; Taiz y Zeiger, 2002).

George (2008) menciona que concentraciones de 0.5 uM de citocinina o
menos, se consideran como bajas (tomando como ejemplo al TDZ esta
concentracion equivaldria a 0.11 mg-L'1) y a partir de 0.5 mg-L~1 hasta 10 mg-L'1

se consideran como concentraciones altas.

La respuesta morfogénica en funcion de la combinacion de auxinas y

citocininas de forma general es la siguiente (Figura 9):
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Figura 9. Concentraciones relativas de auxinas y citocininas y su efecto en

crecimiento y morfogénesis (Basado en George et al., 2008).

4.6.4.4. Giberelinas

Las giberelinas son menos usadas en cultivo de tejidos, el acido
giberélico es sensible al calor, luego del autoclaveado el 90 % de su actividad
biolégica se pierde, tipicamente se filtra y se adiciona al medio autoclaveado

luego de que éste se ha enfriado.

Ayuda a estimular la elongacion de internodos y ha probado ser
necesario para el crecimiento de meristemos para algunas especies (Beyl,
2005).

De acuerdo con Gaba (2005), la giberelinas tienen cerca de 100
diferentes variantes, el acido giberélico es la giberelina mas usada de todas.
Controlan la longitud del tallo, floracién y fructificacién.

El acido giberélico ha sido generalmente usado para estimular la

elongacién o la conversion de yemas en brotes.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Sitio de colecta

Las semillas utilizadas en los ensayos de germinacién se colectaron en
noviembre del afio 2006 en el Municipio de San Andrés Tuxtla, Edo. de
Veracruz, en el fraccionamiento del Salto de Eyipantla ubicado a 18°22'55”
latitud Norte y 95°12’17” longitud Oeste y 163 msnm (Figura 10).

Figura 10. Sitios de colecta en el Edo. de Veracruz. a) El Palmar, Municipio de
San Gabriel de Tezonapa. b) Salto Eyipantla, San Andrés Tuxtla.

El material vegetal usado en los ensayos con peciolos, raquis y foliolos a
partir de arboles adultos fue colectado en el Municipio de San Gabriel de
Tezonapa Edo. de Veracruz, en el Campo Experimental El Palmar.

Los demas ensayos se realizaron mediante explantes obtenidos de
plantas de M. balsamum, material vegetal correspondiente a la investigacion
“Germinacién y desarrollo de Myroxylon balsamum (L) Harms y su asociacién
con bacterias fijadoras de nitrébgeno atmosférico” de ocho meses de edad,

dispuestas en un invernadero de la Universidad Auténoma Chapingo.
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Figura 11. llustracién de Myroxylon balsamum (L.) Harms. a)

Planta completa. b) Hoja compuesta.

5.2. Medios y condiciones de cultivo.

Se utiliz6 el medio Murashige y Skoog MS (Murashige y Skoog, 1962) al
100 %, suplementado con 100 mg-L™ de mioinositol, 0.4 mg-L™ de hidrocloruro
de tiamina, ademas de sacarosa al 3 % (p/v). Este medio se identificé en el

presente estudio como medio basal MSB.

Se midi6 y ajusté el pH a 5.70 £ 0. 1 mediante un potencidmetro (Orion
Research, Orion Research Incorporated, USA) previo el aforo al volumen
requerido y la adicién de agar al 0.7 % (p/v). El medio MSB sin reguladores, se
usé como control en cada ensayo. Los reguladores, dependiendo del tipo de
ensayo se adicionaron previo al ajuste del pH, el carbén activado, a menos que
se especifique, se adicioné después del agar. Ninguno de los ensayos tuvo
menos de cinco repeticiones por tratamiento.

Los medios de cultivo una vez distribuidos en tubos de ensayo, se

esterilizaron en autoclave a 121 °C y 1.1 kg-cm™ durante 20 minutos.

El lavado del material vegetativo fue con agua, jabén y Tween 80.
Posteriormente, dentro de la camara de siembra, se pasé el material a

inmersién en alcohol etilico al 70 % durante tres minutos, seguido de inmersién
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en solucion de hipoclorito de sodio comercial (Cloralex) al 20 % durante diez
minutos. Finalmente enjuague con una solucién de antioxidantes esterilizada

(acido citrico 150 mg-L" y acido ascérbico 100 mg-L™") durante tres ocasiones.

Los ensayos se mantuvieron en un cuarto de incubacion con un régimen
de fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de sombra a una temperatura maxima
promedio de 25 °C y minima promedio de 18 °C. Los ensayos se realizaron en
oscuridad, y en intensidades de luz de 10 y 49 pmol'm™s™', medida mediante un
fotometro portatil (BioScientific LTD. USA).

Los ensayos a oscuridad se conservaron dentro de una incubadora (Lab
Line® Imperial Il Incubator, LabLine Instruments INC., USA) a 25 °C.

5.3. Respuestas in vitro de M. balsamum.

5.3.1. Segmentos nodales en Tidiazurén (TDZ) y Benciladenina (BA)

Los factores en estudio fueron la concentracion de TDZ, BA e intensidad
luminosa. Se realizaron ensayos con TDZ, TDZ y BA a 10 pmol'm™s” y en
oscuridad. El medio MSB se suplementé con TDZ a diferentes concentraciones
(0.088, 0.132, 0.22 y 2.5 mg-L") y al suplementarse con BA se afadio 1.1
mg-L™".

Para todos los tratamientos donde se utilizaron segmentos nodales de M.
balsamum se escogieron aquellos que poseian yemas axilares. Los segmentos
se separaron del tallo mediante un bisturi, el tamafio del explante fue en cada
caso, de 0.5 cm de longitud (Figura 12) y se sembraron verticalmente. Las
variables en estudio fueron longitudes de yemas y diametros de callo, las
longitudes y diametros se midieron mediante una regla comun con una

apreciacion de + 0.1 cm.

Al doceavo dia, con la finalidad de recuperar el tejido vegetal necrosado
en los explantes de los tratamientos con TDZ y BA a 10 pmol-m'zs'1 (i1ct1 a

i1c5, se pasaron a un medio fresco MSB suplementado con BA (1.1 mg-L™).
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Figura 12. Explantes de M. balsamum a) Yema. b) Segmento nodal y yema

axilar vista al estereomicroscopio.

5.3.1.1. Establecimiento de tratamientos y disefio experimental,
segmentos nodales en diferentes concentraciones de TDZ y dos niveles

de intensidad de luz

Se utilizé un disefio de bloques completamente al azar (DBCA), con
factoriales 5 x 2 (cinco niveles de TDZ y dos niveles de intensidad de luz). Se
utilizaron seis repeticiones para cada combinacién de los niveles de los
factores, un explante por unidad experimental, con un total de 60 explantes por
ensayo. Los factores concentraciones de TDZ (adicionado al medio MSB),
fueron los siguientes:

c1=TDZ (0 mg-L™")

c2= TDZ (0.088 mg-L™")

c3=TDZ (0.132 mg-L™

c4=TDZ (0.22 mg-L™"

c5= TDZ (2.5 mg-L™)

Los factores de intensidad de luz fueron los siguientes:

i1= 10 ymol-m™2s™.
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i2= oscuridad.

5.3.1.1.1. Modelo estadistico

De acuerdo con Montgomery y Runger (2004), el analisis de varianza

correspondiente, se representa por el siguiente modelo estadistico lineal:

i=1,2,...,

., a

Y= b+ Tt By Vic* (TB); + (Ty)ic + (Bl + (TBY)ie + Eig Il 3
k=1,2,...,a

., a

1=1,2,...,

=

En el cual se defini6 como la media global a y, T; es el efecto del i-ésimo
nivel del factor concentracion de TDZ, B es el efecto del bloque j-ésimo, v es el
efecto del k-ésimo nivel del factor intensidad de luz, (1B); es el efecto de la
interaccion del i-ésimo nivel del factor concentracion de TDZ y del bloque j-
ésimo, (Ty)ik es el e efecto de la interaccién entre el i- ésimo nivel del factor
concentracion de TDZ y el k-eésimo nivel del factor intensidad de luz, (By)i es el
e efecto de la interaccion entre el bloque j-ésimo y el del k-ésimo nivel del
factor intensidad de luz, (TBy)ijx es el efecto de la interaccion entre el i- ésimo
nivel del factor concentracion de TDZ, el j- ésimo bloque y k-ésimo nivel del
factor intensidad de luz. Y gjq es el error aleatorio con media igual a cero y

varianza o?.

Se definio a la Hipotesis nula como Hy: 14=17,=...T1,= 0
Y la Hipotesis alterna, Hq: 1#0 para al menos una i.
a=0.05

El criterio de rechazo de H, fue:

si fo > fya-1,(a-1)0-1)(c-1),
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5.3.1.1.2. Analisis estadistico

El analisis de varianza se realizé mediante SAS® 8.00 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA) Las diferencias entre tratamientos y niveles del factor
concentracion de TDZ e intensidad de luz se determinaron mediante la prueba

de Tukey con una significancia de a= 0.05.

5.3.1.2. Establecimiento de tratamientos y disefio experimental,
segmentos nodales en TDZ y BA y dos niveles de intensidad de luz

Se utilizé un disefio de bloques completamente al azar (DBCA), con
factoriales 5 x 2 (cinco niveles de TDZ y dos niveles de intensidad de luz). Se
utilizé seis repeticiones para cada combinacién de los niveles de los factores,

un explante por unidad experimental, con un total de 60 explantes por ensayo.

Los factores concentraciones de TDZ y BA (adicionado al medio MSB),

fueron los siguientes:

c1=TDZ (0 mg-L") + BA (1.1 mg-L™"

c2=TDZ (0.088 mg-L™") + BA (1.1 mg-L™")

c3=TDZ (0.132 mg-L™") + BA (1.1 mg-L™)

c4=TDZ (0.22 mg-L™") + BA (1.1 mg-L™)

c5=TDZ (2.5 mg-L™") + BA (1.1 mg-L™")

Los factores de intensidad de luz fueron las siguientes:
i1= 10 pmol'm™s™.

i2= oscuridad.

5.3.1.2.1. Modelo estadistico

De acuerdo con Montgomery y Runger (2004), el analisis de varianza

correspondiente, se representa por el siguiente modelo estadistico lineal:
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< iE1,2,...,a

Yi= M+ Tt By + yi + (TB)j + (TY)i + (By)jk + (TBY)ik + Eijwi J =12, a
k=1,2,...,a

- =12, a
En el cual se defini6 como la media global a p, 1; es el efecto del i-ésimo

nivel del factor concentracion de TDZ + BA, B; es el efecto del bloque j-ésimo,
Yk es el efecto del k-ésimo nivel del factor intensidad de luz, (1B)j es el efecto de
la interaccion del i-ésimo nivel del factor concentracion de TDZ + BA y del
bloque j-ésimo, (1y)i es el e efecto de la interaccion entre el i- ésimo nivel del
factor concentracion de TDZ + BA y el k-ésimo nivel del factor intensidad de
luz, (By) es el e efecto de la interaccion entre el bloque j-ésimo y el del k-
esimo nivel del factor intensidad de luz, (1By)jx es el efecto de la interaccion
entre el i- ésimo nivel del factor concentracion de TDZ + BA, el j- ésimo bloque y
k-ésimo nivel del factor intensidad de luz. Y gijx €s el error aleatorio con media

igual a cero y varianza o°.

Se defini6 a la Hipétesis nula como Ho: 11=15=...7,= 0
Y la Hipétesis alterna, Hq: 14#0 para al menos una i.
a=0.05

El criterio de rechazo de H, fue:

si fo > fa,a-1,(a-1)(b-1)(c-1)_

5.3.1.2.2. Analisis estadistico

El andlisis de varianza se realiz6 mediante SAS® 8.00 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA) Las diferencias entre tratamientos y niveles del factor
concentracion de TDZ + BA se determinaron mediante la prueba de Tukey con

una significancia de a= 0.05.
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5.3.2. Segmentos nodales en BA, KIN y 2,4-D

El factor en estudio fue la composicion de la solucién. Los segmentos
nodales se sembraron en medio MSB con carbon activado (0.1 %) y sin carbon
activado (0.0 %), suplementado ademas con BA (1 y 3 mg-L™), KIN (0.5, 1 y3
mg-L")y2,4-D (0.2,0.3 y0.5mg-L").

Las variables en estudio fueron longitud de yemas y diametro de callos.
Se midi6 el diametro del callo en centimetros mediante una regla comun con
una apreciacion de + 0.1 cm, a los nueve dias de siembra, de ser el caso, para

los callos no isodiamétricos se obtuvo el diametro promedio.

5.3.2.1. Establecimiento de tratamientos y disefio experimental,
segmentos nodales en BA, KIN y 2,4-D y carbén activado

Se utilizé un disefio de bloques completamente al azar (DBCA), se
utilizaron seis repeticiones para cada combinacién de los niveles del factor, un

explante por unidad experimental, con un total de 18 explantes por ensayo.

Los niveles del factor composicién de la solucién de promotores

adicionado al medio MSB, fueron los siguientes:

C1= BA (1 mg-L") + KIN (0.5 mg'L") + 2,4-D (0.2 mg-L") y 0.1 % carbon
activado

C2=BA (3 mg-L'1) + KIN (1 mg-L") +2,4-D (0.3 mg-L'1) y 0.1 % carbon activado

C3=BA (3 mg-L") + KIN (3 mg-L™") +2,4-D (0.5 mg-L") y 0.1 % carbén activado

5.3.2.1.1. Modelo estadistico

Se definié como la media global y, 1, es el efecto del tratamiento i-¢simo
de la composicion, Bjes el efecto del bloque j-ésimo y ¢j es el error aleatorio con
media igual a cero y varianza o°.

De acuerdo con Montgomery y Runger (2004) el analisis de varianza

correspondiente, se representa por el siguiente modelo estadistico lineal:
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. 8 i=12,...,a
=M TT+Ri+E;
1) i ) ] { j=1,2,...,a

Se definié a la Hipotesis nula como Ho: 14=T,=...1,= 0
Y la Hipétesis alterna, H4: 11#0 para al menos una i.
a=0.05

El criterio de rechazo de H, fue si fo > fya1.@-1)0-1).

5.3.2.1.2. Analisis estadistico

El analisis de varianza se realizé6 mediante SAS® 8.00 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA) Las diferencias entre niveles del factor composicion se

determinaron mediante la prueba de Tukey con una significancia de a= 0.05.

5.3.2.2. Establecimiento de tratamientos y disefio experimental,
segmentos nodales en BA, KIN y 2,4-D sin carbon activado

Se utilizé un disefio de bloques completamente al azar (DBCA), se utilizo
ocho repeticiones para cada combinacion de los niveles del factor, un explante

por unidad experimental, con un total de 24 explantes por ensayo.

Los niveles del factor composiciéon de la solucién de promotores

adicionado al medio MSB, fueron los siguientes:

C1= BA (1 mg.L") + KIN (0.5 mg'L") + 2,4-D (0.2 mg-L") y 0.0 % carbon

activado
C2=BA (3mg-L") + KIN (1 mg-L™") + 2,4-D (0.3 mg-L™") y 0.0 % carbén activado

C3=BA (3 mg-L") + KIN (3 mg-L™") +2,4-D (0.5 mg-L"") y 0.0 % carbén activado
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5.3.2.2.1. Modelo estadistico

Se definié como la media global y, T; es el efecto del tratamiento i-ésimo
de la composicion, Bjes el efecto del bloque j-ésimo y gjes el error aleatorio con
media igual a cero y varianza o?.

De acuerdo con Montgomery y Runger (2004) el analisis de varianza

correspondiente, se representa por el siguiente modelo estadistico lineal:

. ; { i=12..... a
! = i=12... a

Se definié a la Hipétesis nula como Ho: 14=T,=...7,= 0
Y la Hipétesis alterna, H4: 1120 para al menos una i.
a=0.05

El criterio de rechazo de H, fue si fo > fq a1, a-1)0-1)

5.3.2.2.2. Analisis estadistico

El analisis de varianza se realizé mediante SAS® 8.00 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA) Las diferencias entre niveles del factor composicién se

determinaron mediante la prueba de Tukey con una significancia de a= 0.05.

5.3.3. Peciolos, raquis y foliolos en 2,4-D y ANA

Los explantes obtenidos de arboles maduros se trataron mediante tres
procedimientos diferentes, en el primero se desinfectaron los explantes de la
forma usual descrita anteriormente. En el segundo luego del lavado, se dejo en
inmersion en alcohol etilico al 70 % para luego pasar a solucién de hipoclorito
de sodio comercial (Cloralex) al 20 % durante 15 minutos, seguido de enjuague
con agua esterilizada e inmersion mediante agitacion durante 24 h en solucién
de Agrimicin® al 2 % para finalizar enjuagando con agua oxigenada comercial y

sembrar los explantes. El tercer procedimiento involucré la inmersion de los
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tejidos en solucion 0.1 % de cloruro mercurico durante 10 minutos posterior a la

inmersion en alcohol etilico a 70 % durante tres minutos.

En los tres casos, se sembraron solamente raquis con porcién de raquilla
que se colocaron en medio MSB suplementado con TDZ a diferentes
concentraciones (0.088, 0.132, 0.22 y 2.2 mg-L™") en condiciones normales de
luz.

Los explantes obtenidos de vivero se desinfectaron de la forma usual, y
en un primer ensayo se sembraron en medio MSB suplementado con TDZ
(0.088, 0.132, 0.22 y 2.2 mg-L™") y BA a una concentracién de 1.1 mg-L", para

este ensayo se utilizé raquis con porcién de raquilla.

En ensayos subsecuentes y mediante el mismo procedimiento de
desinfestacién, se sembraron los explantes en medios basales MBS con 0.1 %
de carbén activado suplementados con 2,4-D (1.0, 3.0 y 10.0 mg-L™") y ANA
(0.3, 1.0 y 3 mg-L"), en este caso se utilizo peciolos, raquis con raquilla y

foliolos con nervadura y sin nervadura.

El procedimiento para cortar los explantes (Figura 13) de forma general
fue el siguiente:

[ A

&£=b) H|o W d)

Ny
1cm 1cm 0.5cm

Figura 13. Diagrama de corte de explantes de M. balsamum a)
Peciolo. b) Raquis con porcién de raquilla. ¢) Foliolo con

nervadura. d) Foliolo sin nervadura.
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a) Se cortaron peciolos de 1 cm de longitud, medidos aproximadamente a
0.3 cm del punto de unién con el tallo.

b) Los raquis también de 1 cm de longitud, se cortaron ademas con una porcién
de raquilla, sin foliolo.

Finalmente los foliolos, se cortaron en cuadros pequefios de aproximadamente
0.5 cm de lado ¢) con nervadura y d) sin nervadura.

En todos los ensayos, se sembraron horizontalmente los explantes sobre
la superficie del medio, los foliolos se sembraron sobre la parte ventral.

5.3.4. Semillas en AG3, 2,4-D y BA

En todos los ensayos se utilizaron frutos inmaduros (Figura 14) y luego
se desprendi6 la mayor cantidad posible de la testa del fruto, posteriormente se

lavaron los frutos vigorosamente con abundante agua y jabén.

Figura 14. Fruto de M. balsamum a) Fruto inmaduro (Fotografia por

Sophia Loayza). b) Semilla de M. balsamum. c) Testa. d) Cubierta
seminal.

Se efectuaron tres ensayos diferentes (Figura 15) descritos a
continuacion:
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1) Posterior al lavado se sumergieron los frutos en C,HsOH al 70 %
durante tres minutos, luego en H,O, al 40 % durante 10 minutos. Se efectué un
corte a lo ancho de la semilla en la mitad. Se sembraron por separado en medio
MSB con carb6n activado (0.1 %) ambos medios suplementados con BA (0.1 y
1 mg-L™).

2) Luego del lavado los frutos se sumergieron en C,HsOH al 70 %
durante tres minutos luego en Cloralex (20 %) durante 10 minutos. Se efectu6
un corte a lo ancho de la semilla separando un tercio de los cotiledones y las
dos terceras partes restantes con la plumula y la radicula, se sembraron por
separado los cotiledones y el resto de la semilla en un medio MSB sin carbén
activado, suplementado con BA (0.5 mg-L™") y 2,4-D (2 mg-L™).

_Cubierta
-~ seminal

Figura 15. Semillas en AG3, 2,4-D y BA. a) llustracion del fruto y semilla
de M. balsamum. b) Corte de la semilla, ensayo 1. ¢) Corte de la semilla,
ensayo 2. d) Ensayo 3, sin corte.

3) Los frutos se desinfectaron luego del lavado con detergente,
mediante inmersion en alcohol etilico al 70 % durante tres minutos, seguido de
inmersion en solucién comercial de hipoclorito de sodio (Cloralex) al 20 %
durante 10 minutos, posteriormente inmersion en agua oxigenada comercial sin

diluir durante 24 horas en agitacién mecanica a 100 rpm (Lab Line® Orbit shaker
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N°® 3590, Lab-Line Instruments, Inc. USA). Previo a la siembra, se enjuagaron
los frutos mediante solucion antioxidante y se sembraron las semillas enteras
de forma horizontal sobre la superficie del medio. Se utilizo el medio MSB
suplementado con BA (0.1,0.3y 1 mg-L™") y AG5 (0.1, 1y 3 mg-L™).

Todos los ensayos de semillas se efectuaron a una intensidad de luz de

10 pmol'm3s™.

5.3.5. Ensayo enzimatico

El factor en estudio fue la intensidad de luz, la variable en estudio fue la
actividad de PAL. Se utilizaron segmentos nodales de plantas de M. balsamum,
los segmentos se cortaron y se sembraron en medio basal MS al 100 %
suplementado con 5 mg-L™”" de KIN, 1 mg-L" de BAy 0.2 mg-L" de 2,4-D. Los
tubos de ensayo conteniendo los segmentos se colocaron bajo tres niveles de
luz; oscuridad, 10 y 49 pmol-m?s™" (cinco repeticiones por tubo) y se retiraron a

los 16 dias momento en el cual se efectu6 el ensayo enzimatico.

Los segmentos nodales se pesaron y se colocaron dentro de viales, a
partir de una adaptacion del procedimiento descrito por Gurr et al. (1992) se
adicion6 en cada vial una cantidad de solucién 50 mM Tris-HCI (pH 8.5) que
contenia 14 mM de 2-mercaptoetanol (Sigma® M3148, USA) vy
polivinilpirrolidona (PVP K-30, Matherson Coleman & Bell Manufacturing
Chemists, USA, peso molecular promedio 40000 g-mol™") al 5 % (p/v). La

proporcion utilizada fue de 1:5 partes.

Posteriormente se molieron dentro de los viales los segmentos nodales
mediante una aguja de diseccion, luego se centrifugaron a 10000 g durante 10

minutos en una centrifuga (Centrifluge S424, Eppendorf, Alemania).

Del sobrenadante se tomé 0.1 mL de cada vial y se incubé a 40°C en un
termoblock (Standard heathblock, VWR Scientific Products, USA), con 0.9 mL
de solucidon acuosa 12.1 mM de L-fenilalanina (7256, Merck, Alemania al 99 %),

paralelamente se incubaron 0.1 mL de sobrenadante junto con 0.9 mL de
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solucién acuosa 12.1 mM de D-fenilalanina (P1751, Sigma-Aldrich™ Inc., USA

al 98 %) como control.

Se calculo la actividad (v) de PAL en pkats-g™' peso fresco de explante,
monitoreando el cambio en la concentracién de transcinamato por unidad de
tiempo. Se realizaron lecturas de absorbancia en un espectrofotometro
ultravioleta (JenWay 6305, Reino Unido) a 290 nm mediante una celda de
cuarzo de un centimetro de longitud, en intervalos de 30 minutos para los
niveles de oscuridad, 10 y 49 pmol-m‘zs'1 considerando la absortividad molar del

transcinamato a 290 nm como €,90= 10000 M"' cm™.

[ Trans cinamato ]

peso de explante A[Absorbancia |

At a €290°At -(peso de explante)

5.3.5.1. Establecimiento de tratamientos y disefio experimental,
actividad de PAL en tres niveles de intensidad de luz

Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA) con cinco repeticiones
para cada combinacion de los niveles de intensidad de luz, un vial por unidad

experimental, con un total de 25 viales por ensayo.

Los niveles del factor intensidad de luz fueron los siguientes:
i1= oscuridad (lecturas cada 30 minutos)
i2 =10 pmol m? s™ (lecturas cada 30 minutos)

i3 =49 umol m? s™ (lecturas cada 30 minutos)

5.3.5.1.1. Modelo estadistico

De acuerdo con Montgomery y Runger (2004), el analisis de varianza

correspondiente, se representa por el siguiente modelo estadistico lineal:
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y ; { j=1.2.. 8
= p I : . j=12,...,a

En el cual se defini6 como la media global a y, 1 es el efecto del i-€simo

nivel del tratamiento, y €y es el error aleatorio con media igual a cero y varianza

o°.

Se definié a la Hipdétesis nula como Hq: 14=1,=...1,= 0
Y la Hipétesis alterna, Hy: 11#0 para al menos una i.
a=0.05

El criterio de rechazo de H, fue:

si fo > faa-1,(a-1)b-1)

5.3.5.1.2. Analisis estadistico

El analisis de varianza se realizé mediante SAS® 8.00 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA) Las diferencias entre niveles del factor intensidad de luz se

determinaron mediante la prueba de Tukey con una significancia de a= 0.05.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Segmentos nodales en Tidiazurén (TDZ) y Benciladenina (BA)

6.1.1. Segmentos nodales en diferentes concentraciones de TDZ y

dos niveles de intensidad de luz

En diametro promedio de callos, se encontraron diferencias significativas
para los factores intensidad de luz, y concentracién de TDZ; mientras que para
longitud de yemas, se encontro diferencias significativas en el factor intensidad
de luz (Cuadro 1). No se obtuvo brotacién mdltiple. Los explantes al final del

ensayo, presentaron necrosamiento.

Cuadro 1. Resumen del andlisis de varianza de diametro de callos y longitud

de yema, con diferentes concentraciones de TDZ y dos niveles de intensidad

Diametro de callo Longitud de yema
Fuente de variacién GL CM Pr>F CMm Pr>F
Intensidad de luz (i) 1 1.14816 <0.0001* 0.09600 0.03570*
Concentracion (c) 4 0.03691 0.0256* 0.01358 0.61470
Bloque 5 0.02656 0.0685 0.03026  0.21390
ixe 4 0.02941 0.0588 0.01391 0.60360
Error 36
Total corregido 59
C.v. 60.71 163.85

* Significante con a= 0.05

El tratamiento que presentdé mayor diametro de callo fue i1c1 (0.0 mg-L™”
TDZ y 10 pmol-m™?s™) y los que presentaron diametros menores fueron con el
tratamiento i2c2 (0.088 mg-L"1 TDZ y oscuridad) (Figura 16).

Con la concentracion de 0.0 mg-L”" de TDZ (c1), se obtuvo el mayor

diametro promedio de callos (0.2 cm) y a la concentracion de 0.22 mg-L™" (c4), el
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menor diametro (0.1 cm). La no adicién de TDZ al medio de cultivo influy6 en el
diametro del callo. Los mayores diametros de callos se obtuvieron con la
intensidad de luz de 10 ymol-m™s™ (0.3 cm), mientras que con una intensidad
de luz menor a 10 pymol'm™s™, se obtuvieron los menores diametros de callo
(0.04 cm).

T 057 04667A

E oas

T bd- 0.35 AB

g 0.85 ... 03167 AB

E 03 —7 0.25BC

8 025 — 0.2 BCD

& : | | | 7 0.0667CD

g 015 - " L %

= P 0.05 0.05

2 01 E B oD cp 0.0333D
0.05 - | | Ll L 0D

0 - . , _ . S

i1c1 i1e3 i1c2 i1c5 i1cd i2¢3 i2c1 i2¢5 i2c4 i2c2

Tratamiento

Figura 16. Diametro promedio de callos para segmentos nodales de
M. balsamum. Con Intensidad de luz i1=10 pmolm?s™”, i2= oscuridad vy
concentraciones de TDZ en mg-L'1: ¢1=0.00, ¢2=0.088, ¢3=0.132, c4=0.25,
c5=2.5. Barras con diferente letra tuvieron diferencias significativas (Tukey p <
0.05).

De acuerdo con la Figura 17, a 10 ymol'm™s™ conforme la concentracion
de TDZ aumenta el, diametro promedio de los callos disminuye; en cambio para
los callos a oscuridad, el diametro promedio se mantiene casi constante con el

aumento de la concentracién de TDZ.
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Figura 17. Diametro promedio de callos en segmentos nodales de M.
balsamum a diferentes concentraciones de TDZ y con dos niveles de

intensidad de luz.

Para la variable longitud de yema, se encontré que en oscuridad el
promedio de longitud fue mayor que en la intensidad de luz de 10 pmol-m2s™
(Figura 18).

Las repuestas morfologicas (variables diametro de callo y longitud de
yema), se caracterizaron por estar influenciadas por las intensidades de luz
empleadas. En cada nivel de intensidad de luz, la razén R:RL (rojo: rojo lejano)

probablemente fue diferente.
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Figura 18. Longitud de yema con dos niveles de intensidad de luz i1= 10
pmol-m'25'1, i2= oscuridad. Barras con diferente letra tuvieron diferencias

significativas (Tukey p < 0.05).

La luz natural tiene una razén R:RL aproximadamente constante (1.25
luz del dia, 1.15 luz bajo dosel) las lamparas tubulares fluorescentes comunes
en la mayoria de laboratorios, varian su razéon R:RL entre 3.6 a 22.7 (Smith
2000; Vince-Prue, 1994), por tanto los segmentos nodales de M. balsamum
pudieron estar expuestos a intensidades de luz con valores de R:RL al menos

tres veces superiores a los encontrados en su entorno natural.

Lambers et al. (1998) mencionan que la luz roja inhibe el crecimiento de
tallo, por ejemplo en plantulas de la leguminosa Pisum sativum la luz roja redujo
la razén de elongaciéon de tallos en casi tres veces en comparacién con

plantulas cultivadas en oscuridad.

En el medio de cultivo del presente ensayo, no se adicioné ninguna
auxina. De forma general se necesita al menos una auxina para la induccién de
callos a partir de explantes (George, 2008) por tanto es probable que el AIA
endogeno en segmentos nodales de M. balsamum haya inducido la formacién

de callos en el medio c1 sin promotores de crecimiento (a 10 umol-m™?s™).
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En cambio, la combinaciéon de una auxina con una citocinina induce la
formacion de callo en dicotiledoneas a concentraciones similares de estas dos
clases de promotores y debido a que los niveles endégenos de auxina fluctdan
en un régimen con fotoperiodo y en oscuridad (George, 2008) probablemente
en los explantes se presento este efecto de variacion de concentracion de AIA
enddgeno, y al haber estado en combinacion con el TDZ exégeno se podria
explicar las diferencias en el diametro de callo en explantes de M. balsamum. Al
respecto George (2008) menciona que es factible que variaciones en niveles
enddgenos de sustancias de crecimiento sean frecuentemente responsables del

exito o no del cultivo de tejidos.

Del material vegetal necrosado correspondiente al nivel de intensidad de
luz de 10 umol'm™s™ (30 tubos) subcultivado en medio MSB y BA 1.1 mg-L"
respondieron apenas cuatro tubos (un tubo de los tratamientos dos y cuatro y
dos tubos del tratamiento cinco, se observo elongacion de yemas posterior al

momento de la nueva siembra.

Transcurridas cuatro semanas en medio con BA las yemas se pasaron a
un medio de enraizamiento MSB al 50 %, suplementado con 0.0406 mg-L" AIB
(Figura 19), ninguna de las yemas desarrollé raices ni sobrevivieron en el

medio.

La ausencia de brotaciéon multiple en M. balsamum, difiere del esperado
para el TDZ como promotor de crecimiento. A partir de segmentos de tallo en
lenteja (Lens culinaris Medik.), Khawar et al. (2004) obtuvieron en medios MSB
suplementados con TDZ, porcentajes de 43.3 % (a 0.25 mg-L™" de TDZ) y 50 %
(a0.5 mg-L'1 TDZ) de explantes que produjeron brotes.
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Figura 19. Produccion directa de mdltiples brotes adventicios a partir de
segmento nodal de M. balsamum con yema axilar. Medio MS 50 % AIB
0.0406 mg-L™"

6.1.2. Segmentos nodales en TDZ y BA y dos niveles de intensidad

de luz

Para diametro de callo y longitud de yema, existieron diferencias
significativas en el factor intensidad de luz (Cuadro 2).

Cuadro 2. Resumen del analisis de varianza de diametro de callos y longitud
de yema, con diferentes concentraciones de TDZ con BA y dos niveles de
intensidad

Diametro de callo Longitud de yema
Fuente de variacion GL CMm Pr>F CMm Pr>F
Intensidad de luz (i) 1 0.40016  0.0062* 1.12066 <0.0001*
Concentracion (c) 4 0.08016 0.1722 0.07558 0.1773
Bloque 5 0.05176 0.3798 0.03746 0.5370
ixc 4 0.07100 0.2221 0.06608 0.2335
Error 36
Total corregido 59
C.V. 109.6094 120.2722

* Significante con a= 0.05
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Los mayores diametros promedio se obtuvieron con el tratamiento i1c3
(0.132 mg-L" TDZ + 1.1 mg-L" BA y 10 pmol'm™?s™) y el menor con i2¢c1 (0.0
mg-L”" TDZ + 1.1 mg-L"" BA y oscuridad) (Figura 20).
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0.4000 - 0.3167 AB

0.3200 - _— 0.2667
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0.2400 - 0.1833 AB
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Diametro promedio (cm)

0.0800 -

0.0000 , 008

i1c3 i1c5 i1cd4 i1cl1 i2c4 i2c5 i2c3 i2c2 i1c2 i2ct
Tratamientos

Figura 20. Diametro promedio de callos en segmentos nodales de M.
balsamum a diferentes concentraciones de TDZ + BA y con dos niveles de
intensidad de luz (i1= 10 pmol'm?s™, i2= oscuridad) a los 37 dias. Barras con

diferente letra tuvieron diferencias significativas (Tukey p < 0.05).

La longitud mayor de la yema axilar se obtuvo para el tratamiento
i2c5 (2.5 mg-L" TDZ + 1.1 mg-L"" BA y oscuridad y el menor para i1c2 que no
tuvo respuesta alguna (Figura 21 y 22). En medio sin TDZ, la BA no dio

respuesta en yemas.
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Figura 21. Longitud de yemas axilares para segmentos nodales de M.

balsamum (i1= 10 ymol'm?s™, i2= oscuridad) y concentraciones de TDZ y BA.

Barras con diferente letra tuvieron diferencias significativas (Tukey p < 0.05).
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Figura 22. Longitud promedio de yemas en segmentos nodales de M.

balsamum en BA a diferentes concentraciones de TDZ y en dos intensidades

de luz de luz.
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La respuesta de los explantes de M. balsamum fue diferente al
comportamiento esperado para una mezcla de citocininas a estas
concentraciones, pues de forma general bajas razones de auxina respecto a la
citocinina inducen formacion adventicia de brotes (Gaba, 2005: Taiz y Zeiger,
2002).

Con la intensidad de luz de 10 pmol'm™?s™ hubo efecto para obtener los

mayores diametros y longitud de yema (Figura 23).
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2 0.16000
g’ : 0.11667 B 2 Diametro
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0.00000
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Figura 23. Diametro promedio de callos y longitud de yemas en medio con TDZ
y BA. (Intensidad de luz, i1= 10 pmol'm?s™, i2= oscuridad). Barras con diferente

letra tuvieron diferencias significativas (Tukey p < 0.05).

Lambers et al., (1998) mencionan que en la leguminosa Vigna sinensis la
respuesta a R:RL observada en la elongacion de tallo se debe enteramente a la
elongacién celular antes que a la divisién celular (el efecto del fitocromo fue
similar al de las giberelinas). Es probable por tanto que la longitud de la yema
en los explantes de M. balsamum se debiera a la respuesta de los mismos a la
radiacion R:RL. Lopez-Juez y Devlin (2008) mencionan que las plantas son

capaces de monitorear la razén R:RL de la luz incidente y pueden interpretar la
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reduccion de esta razon como evidencia de una planta vecina creciendo cerca,
una razon baja R:RL dispara una respuesta pronunciada de elongacién (asi

como tambien reduccién en la ramificacion y area foliar).

Ninguno de los explantes presenté proliferacién de brotes como se
esperaba, al respecto George (2008) menciona que la accién de las citocininas
es dependiente de la radiacion como la luz roja lejana (por ejemplo la
proliferacion de brotes mediante BA es promovida por una respuesta a

fitocromo de baja energia).

6.2. Segmentos nodales en BA, KIN y 2,4-D
6.2.1. Segmentos nodales en BA, KIN y 2,4-D y carbén activado

No se obtuvieron diferencias significativas en los tratamientos para el

ensayo de formacioén de callos con carbon activado (Cuadro 3).

Cuadro 3. Resumen del analisis de varianza de diametro de callos,

con diferentes concentraciones de BA, KIN y 2 4-D.

Diametro de callo

Fuente de variacién GL CM Pr>F
Tratamientos 7 0.022936 0.6438
Bloque 5 0.025888 0.5519
Error 10

Total corregido 17

C.V. 186.0907

* Significante con a= 0.05
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Figura 24. Diametro promedio de callos, Segmentos nodales en BA, KIN y 2,4-
D y carbon activado.

6.2.2 Segmentos nodales en BA, KIN y 2,4-D sin carbén activado

Se obtuvieron diferencias significativas en el diametro promedio de callos
para los tratamientos aplicados (Cuadro 4). El mayor diametro promedio de
callos se obtuvo con el tratamiento t1 (1 mg-L" BA, 0.5 mg-L™" KINy 0.2 mg-L"
2,4-D) mientras que el menor diametro promedio se obtuvo con el tratamiento t3
(3 mg-L"BA, 3mg-L" KINy 0.5 mg-L" 24-D) entre 1y t2 no se encontraron
diferencias significativas (Figura 25).

Cuadro 4. Resumen del analisis de varianza de diametro de callos y

longitud de yema, con diferentes concentraciones de TDZ y dos niveles de
intensidad de luz.

Diametro de callo  Longitud de yema

Fuente de variacion GL CM Pr>F CM Pr>F
Tratamientos 9 0.1790 0.0281* 0.0030 0.0207*
Bloque 7 0.0855 0.2494 0.0008 0.4706
Error 14

Total corregido 23

C.V. 55.09312 143.4274

* Significante con a= 0.05
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Figura 25. Diametro promedio de callos y longitud promedio de yemas en
segmentos nodales de M. balsamum con tres composiciones de medios de
cultivo. Barras con diferente letra tuvieron diferencias significativas (Tukey p <
0.095).

La formacién de callos se indujo mediante la presencia de dos citocininas
(BA 'y KIN) y la de una auxina (2,4-D), quimicamente la BA y KIN tienen
estructuras similares, por tanto es probable que la respuesta del tejido vegetal
no haya diferido mucho ante la presencia de la una o de la otra.
Comparativamente entre t1, t2 y t3 el contenido de citocinina total es de 1.5, 4y
6 mg-L'1 respectivamente, mientras que el contenido de 2,4-D no vario
sustancialmente (0.2, 0.3 y 05 mg-L'1), se observd que conforme la
concentracion de citocininas y 2,4-D aumenta, decrece el diametro promedio de
los callos (Figura 26), este comportamiento varia del comun en composiciones
con auxinas y citocininas por ejemplo razones intermedias o concentraciones
altas de ambos promotores inducen formacién adventicia de raices a partir de

callos e iniciacion de callos en dicotiledoneas (Gaba, 2005; Taiz y Zeiger, 2002).
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Figura 26. Variacion del diametro promedio de callos en relacion con el
contenido total de citocininas y 2,4-D.

6.3. Peciolos, raquis y foliolos en 2,4-D y ANA

El material vegetal obtenido en El Palmar, presentd contaminacion que
no pudo ser eliminada en los primeros dos ensayos. El hongo contaminante
form6 una densa cubierta de color blanco similar al algodén. La inmersion en
solucién de HgCl, al 0.1 % durante 10 minutos en el tercer ensayo, eliminé la
contaminacion pero necrosé el tejido que inhibié la respuesta en todas las

unidades experimentales (Cuadro 5).

Juncker y Favre (1994) mencionan que la propagacién in vitro de arboles
forestales y otras plantas lefiosas se ve limitada por bacterias u hongos latentes
internos que dificultan la descontaminacion inicial de los explantes y que incluso
en tejidos aparentemente sanos pueden aparecer signos de contaminacion en

las etapas de la clonacion.
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Cuadro 5. Respuesta en raquis y raquilla a partir de explantes de M.
balsamum obtenido en el Palmar.

TDZ

Ensayo’ Resultado
(mg'L™")

0, 0.088, 0.132 ] Contaminacién al 100 %, todas las
022,22 unidades experimentales.
0, 0.088, 0.132 Contaminacion al 100 %, todas las
0.22,2.222 2 unidades experimentales.

Sin respuesta en ninguna de las
0, 0.088, 0.132 3

unidades experimentales.
022,22

"Desinfestacion:

1= Lavado, C,HsOH (70 %) 3 min, Cloralex (20 %) 10 min.
2= Lavado, C,HsOH (70 %) 3 min, Cloralex (20 %) 15 min. Enjuague H,O estéril
(tres veces). Inmersion en sol. Agrimicin (2 %) 24 h en agitacion. Enjuague H,O,

(tres veces).

3= Lavado con detergente, posterior innmersion en C,HsOH al 70 % (3 min).

Inmersion en solucion de HgCl, al 0.

En los ensayos

1 % (10 min).

mediante material

proveniente de Vvivero,

la

contaminacion fue minima, la respuesta de los explantes fue muy escasa y no

represento diferencia significativa (Cuadros 6 y 7).

Cuadro 6. Respuesta en raquis con porcién de raquilla a partir de explantes

de M. balsamum proveniente de

vivero.

Promotor (mg-L™")

TDZ BA

Resultado.

0, 0.088, 0.132, 0.22,
2.5

Sin respuesta, ninguna de las unidades

experimentales.
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Cuadro 7. Respuesta en raquis, foliolos y peciolos a partir de explantes de M.

balsamum proveniente de vivero.

Promotor (mg-L™)

Explante® Resultado.

2,4-D ANA

1.0, 3.0 Sin respuesta, en ninguna de las unidades
0.3 1, 2,3

10.0 experimentales.

1.0, 3.0 15 _—r Sin respuesta, en ninguna de las unidades

10.0 ' T experimentales.

1.0, 3.0 Sin respuesta, en ninguna de las unidades
3.0 1,2,3,4

10.0 experimentales.

1.0 0.3 4 Sin respuesta

3.0 0.3 4 < 2 % Callo, tejido necrosado

10.0 0.3 4 < 2 % Callo, tejido necrosado

1.0 1.0 4 < 2 % Callo, tejido necrosado

3.0 1.0 4 6 % Callo, tejido necrosado

10.0 1.0 4 < 2 % Callo, tejido necrosado

TExplante: 1= Raquis con porcién de raquilla. 2= Foliolo con nervadura. 3= Foliolo
sin nervadura. 4= Peciolo.

Debido a las caracteristicas de los explantes, provenientes de hojas
compuestas muy probablemente no existié suficiente tejido parenquimatico
menos aun meristematico, que pudiera inducir respuesta, al respecto Veit y
Foster (2002) mencionan que para explicar la iniciacién de primordios de los
foliolos en hojas compuestas, se piensa que los primordios se originan via
“fraccionamiento meristemal” mediante el cual regiones meristematicas
marginales de los primordios de hojas jovenes se vuelven discontinuos

conduciendo a regiones alternadas de tejido meristematico y no meristematico a
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lo largo de la raquilla de la hoja, lo cual puede conducir o sitios de iniciacion
para el desarrollo del foliolo. Sefialan ademas que las hojas compuestas por lo
general poseen yemas axilares solamente en los ejes primarios.

6.4. Semillas en AG; y BA

No hubo respuesta inicial en ninguna de las unidades experimentales en
los ensayos con BA en carbo6n activado con el procedimiento de desinfestacion
que incluia el lavado, enjuague en C,HsOH (70 %) 3 min, H,O, (40 %) 10 min.
Probablemente al momento del corte (Figura 27) se afectd la estructura del
embrién lo que impidié su desarrollo.

B RrRadicula

B Plamula i

a)
Figura 27. Embrion de M. balsamum. a) Radicula y plumula vista al

estereomicroscopio. b) Diagrama del corte de la semilla, ensayo 1.

Posteriormente todas las unidades experimentales se contaminaron y no
hubo respuesta (Cuadro 8).

Para el ensayo que incluyé el lavado, inmersién en C,HsOH (70 %) 3 min
y Cloralex (20 %) 10 min, la contaminacion también fue del 100 % (Cuadro 9).
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Cuadro 8. Respuesta de semillas M. balsamum a la germinacion

mediante BA y CA. Ensayo 1.

BA (mg-L") Semilla’ Resultado
(%)
Contaminacién del 100 % en
0.0,0.1,01 0.1 EEMS todas las unidades
experimentales
Contaminacion del 100 % en
0.0,0.1,0.1 0.1 ECMS todas las unidades

experimentales

TCorte de semilla EEMS= Extremo del embrion, mitad de semilla ECMS=

Extremo del cotiledon, mitad de semilla.

Cuadro 9. Respuesta de semillas M. balsamum a la germinacién mediante
BA y CA. Ensayo 2.

BA(mgL") 24D (mgL")  Semilla’ Resultado

0.0 0.0 EDS

Contaminacion del 100 % en
0. oL S todas las unidades
0.0 2.0 EDS experimentales
0.5 2.0 EDS
0.0 0.0 Cus

Contaminacion del 100 % en
s e s todas las unidades
0.0 2.0 Cus experimentales
0.5 2.0 Cus

TCorte de semilla EDS= Embrion, dos tercios de semilla CUS= Cotiledon, un

tercio de semilla.
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En cambio para los medios de cultivo MSB suplementado con BA (0.1,
03y 1.0 mg-L") y AG; (0.0, 1.0 y 3.0 mg-L") no se encontraron diferencias
significativas en ninguna de las combinaciones posibles, la germinacion fue
escasa (Cuadro 10). Al efectuar una prueba con tetrazolium, se verifico que la
viabilidad de la semilla era del 50 % por tanto es probable que la inmersién de
las semillas en peréxido de hidrégeno haya afectado el tejido embrional. Con el
paso del tiempo hasta el final del ensayo (dia 40 desde el momento de la
siembra) la contaminacion en las unidades experimentales aumenté. Las pocas

semillas que germinaron no presentaron contaminacion.

Cuadro 10. Respuesta de semillas M. balsamum a la germinacion

mediante BA y AGs. Ensayo 3.

BA AG; Germinacion Sin respuesta Contaminacion
(mgL™) (%) (%) (%)

0.0 0.0 10 10 80

0.1 1.0 0 40 60

0.3 1.0 10 40 50

1.0 1.0 10 20 70

0.1 3.0 10 30 60

0.3 3.0 10 30 60

1.0 3.0 30 20 50

La mayoria de fuentes de contaminacion incluyen microorganismos
epifiticos (que sobreviven los procedimientos de desinfestaciéon superficial) y
endofiticos protegidos de las técnicas normales de desinfestacion superficial).

Los epifiticos son hongos que habitan sobre la superficie del tejido y los
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endofiticos los que viven dentro de los tejidos de la planta (Gunson y Spencer-
Phillips, 1994).

Casi todas las especies de hongos y levaduras son contaminantes
severos in vitro debido a que crecen muy bien en el medio de cultivo y matan
los explantes produciendo metabolitos toxicos e incrementando la competencia
por nutrientes (Leifert y Waites, 1994). Las semillas ortodoxas (y recalcitrantes)
sirven como soporte para hongos. De forma general, la mayoria de semillas
contienen esporas de varios tipos de hongos en la superficie o dentro de los
tejidos y pueden contabilizarse hasta 150000 esporas por semilla de arbol. En
especies tropicales como Albizia, Entandrophragma, Gmelina, Cedrela,
Maclura, Triplochiton, Leucaena, Terminalia y Khaya los hongos pueden
impactar de forma seria en la germinacion (Smith et al. 2003; Old y Yuan,
2003).

Los procedimientos de desinfestacion en los dos primeros ensayos, no
controlaron la presencia de hongos, en el tercer ensayo la contaminacion se

redujo pero no pudo ser eliminada.

6.6. Ensayo enzimatico

6.6.1 Actividad de PAL en tres niveles de intensidad de luz

Se encontraron diferencias significativas en el factor intensidad de luz
(Figura 28), se obtuvo la mayor actividad promedio (-75.648 pkat-g‘1) en el
tratamiento en t1 (oscuridad) y la menor actividad promedio (-12.487 pkat-g‘1)

en el tratamiento t2 (10 pmol-m™@s™).
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Figura 28. Actividad de PAL en funcion de los niveles de tiempo. Barras

con diferente letra tuvieron diferencias significativas (Tukey p < 0.05).

Cuadro 11. Resumen del analisis de tratamiento, para la

actividad de PAL en tres niveles de intensidad de luz.

Fuente de variacion GL CM P>F
Tratamientos 2 18256.92838 <.0001*
Error 42

Total corregido 44

C.V.

-34.86458

* Significante con a= 0.05
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Figura 29. Explantes para ensayo enzimatico. a) Callo en segmento nodal con
1mg-L" BA, 0.5 mg-L™ KIN y 0.2 mg-L"! 2,4-D a intensidad de luz de 49 umol-m"

21

De la Figura 30 se determina que las actividades promedio de PAL en
funcion del tiempo y considerando los niveles de intensidad de luz, se ajustan a
lineas rectas de pendientes negativas, lo que indica que al momento del ensayo
la actividad de PAL decreci6, probablemente porque los explantes se retiraron
de la fuente luminosa a la que estaban expuestos. De acuerdo con Drauz y
Waldman (2002), PAL usa &cido trans cinamico y p-coumarico como sustratos
para la formacion de L-Fenilalanina y L-tirosina respectivamente, por tanto la
reaccion reversible si es factible, lo que explicaria el hecho de que la actividad
decrezca al cesar el estimulo.

La mayor pendiente se registré para el nivel de oscuridad (-0.12) y la
menor para el nivel de 10 umol-ms™ (-0.020) lo que indica PAL presenté mayor
actividad en explantes cultivados en oscuridad que los cultivados bajo luz, estos
resultados difieren de los esperados, Sreelakshmiy Sharma (2008) reportaron
estimulacion de la actividad y del nivel (cantidad) de PAL debida a la exposicion
por luz en plantulas de jitomate.
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Figura 30. Actividad promedio de PAL en funcion del tiempo por nivel de

intensidad de luz (Ajustes lineales realizados mediante Excel 2007).

La Figura 31 describe que las lecturas de absorbancia (por tanto la

concentracion de transcinamato) fueron mayores en oscuridad y menores para

las intensidades luminosas de 10 y 49 pmol'm?s™, probablemente debido a

respuesta diferencial al estimulo luminoso. Al respecto Sreelakshmi y Sharma

(2008) mencionan que debido a que PAL se codifica por una pequefia familia de

multi genes, la respuesta individual de cada gen puede producir respuesta

diferencial a la fotoinduccién, esto coincide con lo senalado por Sing et al.

(1999) quienes obtuvieron respuestas diferenciales en la actividad de PAL

debida a la fotoinduccién en plantulas de maiz (Zea mays L.).
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Figura 31. Dependencia de la absorbancia en funcién del tiempo a tres

niveles de intensidad de luz.

Adicionalmente a la expresion diferencial, las diferentes isoenzimas de
PAL son reguladas por separado en diferentes tipos de tejidos (Fedtke y Duke,
2005). En perejil (Petroselinum crispum), Logemann et al. (1995) reportaron que
en comparacion con los genes pal1, 2 y 3 no hubo respuesta del gen pald a la
luz en tejidos de hojas y en células cultivadas, ademas que posterior a heridas
los MRNA de pal4 se indujeron fuertemente en raices pero no en hojas y
finalmente que los MRNA de pal4 exhibieron respuesta de corta duracién a

elicitores en cultivo de células.
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VII. CONCLUSIONES

Las respuestas in vitro de segmentos nodales de M. balsamum, bajo el
efecto de reguladores de crecimiento utilizados fue escasa, por lo que el

protocolo de micropropagacién, no fue establecido en forma completa.

Las repuestas morfogénicas de las variables diametro de callo y longitud
de yema, se caracterizaron por estar fuertemente influenciadas por el factor

intensidad de luz.

Los explantes cultivados en luz, produjeron callos y escasa brotacién y
elongacion. En cambio, mayor elongacion de brotes con callos de menor

diametro se obtuvieron en explantes cultivados en ausencia de luz.

La intensidad de luz, también fue el factor que determino6 la actividad
enzimatica en los explantes, contrariamente a lo esperado, la actividad de PAL
fue mayor en explantes cultivados en oscuridad, que aquellos cultivados con

luz.

La actividad de PAL decrecio en todos los tratamientos en funcion del
tiempo, la absorbancia fue mayor para explantes cultivados en oscuridad en

relacién con los otros dos niveles en estudio 10 y 49 pmol-m'zs‘1.
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