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Resumen

Las Zamidceas son plantas relictuales consideradas fésiles vivientes. En Colombia, el 65% de esta familia se encuentra en al-
guna categoria de amenaza, por la destruccion del habitat e intensa recoleccion. Teniendo en cuenta que entre las ventajas
de la propagacion in vitro esta la conservacion ex situ de germoplasma, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el
potencial de regeneracién de plantas de Z. incognita a partir de explantes foliares y embriones cigoticos. Se evalué el efecto
de diferentes combinaciones de Auxinas (2,4-D y ANA) y citoquininas (KIN, BAP y TDZ) sobre la formacién de callo vy la
regeneracion de brotes (directa o indirecta), utilizando como medio basal MS (MB1) y medio basal B5 modificado (MB2).
La formacion de callo se presenté sobre un amplio rango de concentraciones de 2,4-D con KIN y 2,4-D con BAP, indepen-
dientemente del medio basal, pero no en los explantes tratados con ANA mas KIN o TDZ. Para los explantes foliares no
hubo respuesta a la formacién de embriones somaticos y/o brotes con las combinaciones y concentraciones hormonales
evaluadas, no obstante los callos inducidos en MB2 con 2,4-D (0,22 mg/l) y BAP (0, 1, 2, 3 mg/l) fueron diferentes, su
aspecto nodular, color crema y apariencia proembriogénica coincidié con una gran cantidad de células meristematicas
potenciales para el proceso de regeneracion. A partir de embriones cigéticos inmaduros se logro la formacién de embrio-
nes somaticos en el medio MB2 exento de reguladores o conteniendo 2,4-D solo (0,22 mg/l) y en combinaciéon con BAP
(1 mg/l), sin lograr el proceso de conversién a plantulas.

Palabras clave: micropropagacion, hojas jévenes, reguladores de crecimiento, embriones cigéticos, medio basal.

Abstract

Zamiaceas are relict plants considered living fossils. In Colombia, 65% of this family is under some threat category due to
their habitat destruction and their intense collection. Given that the advantages of in vitro propagation is ex situ conservation
of germoplasm, this study aimed to evaluate the regeneration potential of Z incognita plants from leaf explants and zygotic
embryos. The effect of different combinations of auxin (2.4-D and NAA) and cytokinins (KIN, BAP and TDZ) was evaluated on
the formation of callus and shoot regeneration (direct or indirect), using MS (MB1) basal medium and B5 (MB2) basal modified
medium. The callus formation was presented over a wide concentration range of 2.4-D with KIN and 2.4-D with BAP, regar-
dless of the basal medium, but not in explants treated with ANA more TDZ or KIN. For leaf explants there was no response
to the formation of somatic embryos or shoots with hormonal combinations and concentrations evaluated; however, MB2
calluses induced with 2.4-D (0.22 mg /1) and BAP (0, 1, 2, 3 mg / |) were different, their nodular aspect, cream color and pro-
embryogenic appearance coincided with a lot of potential meristematic cells for the regeneration process. From immature
zygotic embryos, somatic embryo formation in the MB2 medium was achieved without growth regulators or containing 2.4-D
alone (0.22 mg /1) or 2.4-D in combination with BAP (1 mg/l) without achieving the conversion process to seedlings.
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Introduccion

Las Cycadas son un grupo de plantas pertenecientes a
las gimnospermas que se cree, aparecieron durante el
pérmico (Litz et al,, 1995), este grupo estd compuesto
por las familias Cycadaceae, distribuida en Asia, Stan-
geriaceae en Sur Africa y Australia (Walter y Gillet,
1998) y Zamiaceae en las regiones tropicales y sub-
tropicales de América, Africa y Australia (Jones, 1994).

La familia Zamidacea comprende ocho géneros y
aproximadamente 180 especies, en Colombia esta fa-
milia estd representada por 20 especies incluidas en
dos géneros: Chigua, conformado por dos especies en-
démicas de las tierras bajas del noroccidente del pais
y Zamia con 18 especies, distribuidas en toda la region
tropical, exceptuando algunas especies que alcanzan
los bosques de montana (Calderén et al., 2002).

En la actualidad las Zamiaceas, al igual que todos los
miembros de las Cycadas, son un grupo relictual, tanto
en nimero de especies como en area de distribuciéon
(Jones, 1994). Por tener el sello de “Fosil Viviente”, el
grupo se ha cotizado dentro del mercado de plantas
exoéticas ornamentales, llevando a que muchas espe-
cies sean explotadas ilegal e indiscriminadamente,
afectando su supervivencia (Calderén et al, 2002).
De las 20 especies colombianas de Zamiaceas, el 65%
estdn en alguna categoria de amenaza, en la mayoria
de los casos debido a la destruccién de su habitat y la
intensa recoleccion de individuos silvestres (Calderén
et al., 2002), lo que sugiere que un gran porcentaje
de especies de esta familia tiende a su desaparicion
en un plazo no muy lejano si no se evalidan y adop-
tan alternativas de conservacion. Las estrategias de
conservacion para las Cycadas se han centrado en la
proteccion in situ, o en colecciones ex situ (Litz et al,,
2004), sin embargo no se ha logrado una adecuada
proteccion debido a los escasos trabajos cientificos a
nivel fenoldgico, fisiolégico y de respuesta al cultivo
in vitro.

Dehgan (1996, 1999) sugiere que la conservacion
de Cycadas podria ser mas efectiva si se mejoran los
métodos de propagacion, ya que presentan una lenta
tasa de crecimiento, baja viabilidad de sus semillas y
un limitado potencial para la propagacion vegetativa,
lo que disminuye severamente la regeneracion natural
y la propagacion controlada (Dominic y Joseph, 2007).
De otro lado, Chavez y Litz (1999), sugieren que los
protocolos de micropropagacion deberian hacer parte
de las alternativas de conservacion de las especies de
Cycadas amenazadas a través del mantenimiento in
vitro de bancos de germoplasma.

La micropropagacion en Zamidceas, ha sido evalua-
da via organogénesis y embriogénesis somatica (Ri-
naldi, 1999). Se han logrado cultivos embriogénicos
tanto a partir de hojas (Chavez et al, 1998 y Dhiman
et al., 1998) como de megagametofito (Chavez et al.,
1992a, Chavez, 1992b yJadager and van Staden, 1996)
y la organogénesis solo ha sido reportada para Cycas
circinalis (Dominic y Joseph, 2007). A través de estos
métodos, la regeneracion de las plantas solo se ha lo-
grado en Zamia pumila, (Chavez, 1992a) y Dioon edu-
le (Chavez and Litz, 1999).

En Colombia a pesar de ser un pais rico en especies
de esta familia, aun no se han realizado investigacio-
nes de esta naturaleza, las cuales son necesarias, si se
pretende iniciar un programa de conservacion y uso
sostenible a nivel nacional.

La especie de Zamia objeto de este estudio, estuvo
identificada erroneamente como Z. muricata en el libro
rojo de plantas de Colombia y como Z poepiggiana
en flora de Antioquia, recientemente fue identificada
como Zamia incognita (Lindstrom e Idarraga, 2009).
Esta especie se encuentra categorizada como “rara” a
nivel global y como “vulnerable” a nivel nacional por
encontrarse en menos de cinco localidades (Walter y
Gillet, 1998). Segun Calderén et al., (2002) en el de-
partamento de Antioquia se conocen tres poblaciones
que sobreviven en fragmentos de bosque. Actualmen-
te se encuentra en el Apéndice Il del CITES (2007).

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la res-
puesta al cultivo in vitro con miras a la propagacion
masiva de Zamia incognita, que sirva como punto de
partida para su conservacion ex situ.

Materiales y metodos

El material vegetal fuente de explantes para el trabajo
de laboratorio fueron plantas de Z incognita ubicadas
en el Candn del Rio Alicante, vereda Las Brisas - Santa
Barbara, municipio de Maceo, Antioquia. Hojas inma-
duras (en proceso de expansion y completamente ex-
pandidas) y semillas aun sin germinar, fueron tomadas
de las plantas y del suelo respectivamente, guardadas
en bolsas y llevadas al laboratorio para los proceso in
vitro. Teniendo cuidado de no causar impacto sobre la
poblacion, se tomaron ademas algunas plantulas para
su mantenimiento ex vitro en condiciones de vivero en
la estacion bioldgica de la Universidad de Antioquia.

Desinfeccién y establecimiento in vitro

Hojas jévenes y semillas sin iniciar su germinacion,
provenientes de plantas de campo fueron los explan-
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tes utilizados para los ensayos de desinfeccion y res-
puesta in vitro. Para los dos tipos de explante se realizo
inicialmente un lavado superficial con jab6n yodado
y repetidos enjuagues con agua corriente, luego en
condiciones asépticas se evaluaron diferentes proto-
colos de desinfeccion. Se realizaron, ademas, pruebas
de sensibilidad a los microorganismos encontrados en
los cultivos contaminados, para determinar la concen-
tracion adecuada a utilizar de los respectivos biocidas.

Los protocolos seleccionados por presentar altos por-
centajes de efectividad se describen a continuacion:

Para hojas

Las plantas mantenidas en la estacion biologica, con
hojas en proceso de expansion, fueron asperjadas cada
dos dias durante ocho dias con Benomil (400 mg/l),
con el objetivo de reducir la carga de contaminantes
que es generalmente alta en plantas provenientes del
bosque. Cuando las hojas estuvieron completamen-
te expandidas pero auin con los foliolos suaves, éstos
fueron extraidos de la planta y tratados durante 30
minutos con Benomil a 1000 mg/l, posteriormente
se sumergieron durante 10 minutos en hipoclorito de
sodio a 1,5%, seguido de varios enjuagues con agua
destilada estéril.

Para semillas

Inmersion inicial de las semillas en una solucion de
Benomil (2000 mg/l) durante 30 minutos, seguida de
enjuagues con agua destilada estéril. Posteriormente
fueron sometidas durante 30 minutos a una solucién
de tetraciclina (45-50 mg/l), para finalmente ser en-
juagadas con agua destilada estéril hasta eliminar los
restos de desinfectantes. Después de la desinfeccién,
se procedié a aislar el embrién de cada semilla, y fue
utilizado al igual que parte del megagametofito como
explante.

En todos los casos, posterior al proceso de desinfec-
cion, porciones de hojas de aproximadamente 5 mm?
y embriones cigéticos fueron sembradas en medio de
cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962), pH 5,7 y gelifi-
cado usando GELRITE® a 1,8g/L.

Los cultivos fueron mantenidos a una temperatura
de 24 £ 2 °C y oscuridad continua. Se establecié un
tamano de muestra de 15 explantes por tratamiento
distribuidas individualmente en frascos de vidrio de
150 ml conteniendo 25 ml del medio de cultivo, se
realizaron tres repeticiones en cada protocolo. Como
indicadores de respuesta se evaluaron: porcentaje de
desinfeccion y tipo de contaminante.

Efecto de diferentes reguladores de crecimiento en la
induccién de callo embriogénico (E)

y no embriogénico (NE) y regeneracion

de plantas a partir de hojas y embriones cigdticos

En este experimento se evaluaron dos medios de cul-
tivo basales: MS (Murashige and Skoog, 1962) denomi-
nado en adelante MB1 y el medio basal propuesto por
Chavez et al, (1992 a y b) denominado en adelante
MB2, el cual estd compuesto por las sales mayores B5
(Gamborg et al., 1968), las sales menores y componen-
tes organicos del medio MS.

Para la induccién de callos se evalué la respuesta de
embriones cigéticos y porciones de hojas de aproxi-
madamente 5 mm? a diferentes concentraciones vy ti-
pos de reguladores de crecimiento, de acuerdo a lo
propuesto por Chavez et al,, (1992 a y b); Chavez et
al. (1998); Chavez vy Litz (1999); Jager y van Staden
(1996) y Dhiman et al., (1998) (tabla 1).

Para cada uno de los tratamientos se realizaron cin-
co repeticiones, tomando como unidad experimental
una caja de Petri con cuatro explantes para las hojas
(20 explantes por tratamiento) y un explante para los
embriones cigbticos (cinco explantes por tratamien-
to). Cada 40 dias los explantes fueron transferidos a
medio fresco con la misma composicion y se evaluo
para cada tratamiento el porcentaje de explantes ne-
crosados, el porcentaje de explantes formando callo y
caracteristicas como el tipo de callo (embriogénico o
no embriogénico), el color y la textura.

Para de determinar el potencial de regeneracion de los
callos obtenidos en los tratamientos con las combina-
ciones de reguladores 2,4-D con KIN y 2,4-D con BAP,
se tomaron muestras de los diferentes callos formados y
se realizaron placas para ser observadas al microscopio
optico. Las placas se colorearon con acetohoerceina
o azul de toluidina. El tipo de células conformando los
diferentes callos fueron descritas y clasificadas por sus
caracteristicas en meristematicas o parenquimaticas.

Regeneracion directa

Con el propdsito de evaluar el efecto del TDZ sobre
la formacion directa de brotes, porciones de hojas de
aproximadamente 5 mm? fueron sembrados en el me-
dio MB1 conteniendo TDZ a 0; 0,1; 0,5; 1,0 y 2,0 mg/I.
El tamafo de la muestra fue de cinco cajas de Petri por
tratamiento, cada una con cuatro segmentos de hoja.
El material se mantuvo a una temperatura de 24 + 2°C
bajo condiciones de fotoperiodo. Los indicadores de
respuesta fueron la presencia o no de brotes, forma-
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Tabla 1. Tratamientos y explantes evaluados en la induccién de callo y/o regeneracién de plantas de Z. incognita

Matriz Medio basal Explante Tratamiento Combinacion y concentrac. hormonas (mg/I)
1 2,4D 1 KIN 1
2 2,4-D 1 KIN 2
3 2,4D 1 KIN 3
1 e Segmentos 4 2,4D 2 KIN 1
de hoja 5 2,4D 2 KIN 2
6 2,4-D 2 KIN 3
7 2,4D5 KIN 0
8 (control) 2,4D0 KIN 0
1 2,4-D 0,22 BAP 0,22
2 2,4-D 0,22 BAP 0,45
2 MB1 Zzggje:tos 3 2,4-D 0,44 BAP 0,22
4 2,4-D 0,44 BAP 0,45
5 (control) 2,4D0 BAP 0
1 ANA 0,19 KIN 0,22
2 ANA 0,19 KIN 0,43
3 MB1 Zzggj,e:tos 3 ANA 0,37 KIN 0,22
4 ANA 0,37 KIN 0,43
5 (control) ANA O KIN 0
1 2,4D 1 KIN 1
2 2,4-D 1 KIN 2
Segmentos de 3 24D 1 KIN 3
4 MB2 hoja, Embrion 4 2,4-D 2 KIN 1
cigdtico 5 2,4D 2 KIN 2
6 2,4-D 2 KIN 3
7 (control) 2,4D0 KIN 0
1 ANA 1 TDZ 0,1
2 ANA 1 TDZ 0,5
5 MB2 Z‘Zg}?; T:Stos 3 ANA 1 TDZ 1
4 ANA 1 TDZ 2
5 (control) ANA O TDZ 0
1 2,4-D 0,22 BAP 0
Segmentos 2 2,4D 0,22 BAP 1
6 MB2 de hojas 3 2,4-D 0,22 BAP 2
Embrion cigético 4 2,4-D 0,22 BAP 3
5 (control) 2,4D0 BAP 0

2,4-D = Acido 2,4 diclorofenoxiacético, KIN = Kinetina, BAP = Bencilaminopurina, ANA = Acido Naftalenacético, TDZ = Tidiazurén.
(Murashige and Skoog, 1962), glutamina (400 mg/l), asparagina (100 mg/l), arginina (100 mg/l) y sacarosa (60 g/I). El pH se ajusté a 5,8 y se
gelificaron con GELRITE® 1,8 g/I
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cion de callo y tipo de callo (friable o compacto), 20
dias después de la siembra.

Regeneracion indirecta

Aunque después de cinco meses los callos obtenidos
en los tratamientos iniciales no formaron embriones ni
brotes, si presentaron una textura compacta y granular
caracteristica de un callo con potencial de regenera-
cion, por lo tanto se evaluaron en estos callos algunas
combinaciones de reguladores reportados en la familia
Zamiaceae para la induccion de brotes y embriones
somaticos (Chavez et al.,, 1992 a; Chavez et al., 1998;
Jager y van Staden, 1996; Palma, 2007 y Cabrera et al.,
2008). En este ensayo, los callos inducidos en el medio
de cultivo MB1 adicionado con diferentes concentra-
ciones de 2,4-D mas KIN, se subcultivaron en el mismo
medio basal, el cual se suplementé con: 1) kinetina
como unico regulador a 1, 2 y 3 mg/l, 2) La combi-
nacion 2,4-D (0,5 mg/l) mas KIN (2 mg/l) y 3) MB1
exento de reguladores de crecimiento.

Por otro lado, conociendo el efecto del TDZ y de la Zea-
tina (Zn) en la regeneracion de plantas a partir de callos
o directamente del explante (Reuveni y Evenor, 2007;
Zhang et al,, 2000), se evalud la respuesta de los callos
obtenidos en MB1 suplementado con 2,4-D (0,44 mg/l)
mas BAP (0,22 mg/l y 0,45 mg/l) cuando fueron transfe-
ridos a medios de cultivo suplementados con diferentes
combinaciones de AlA con Zn y de AIA con TDZ (tabla
2). El tamano de muestra correspondié a cinco cajas de
Petri por tratamiento, cada una con cuatro porciones de
callo. El experimento se realizé por triplicado.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos en la etapa de induccién de
callos, fueron analizados mediante la prueba no
paramétrica Kruskal-Wallis. Para determinar las di-
ferencias significativas entre los tratamientos por el
porcentaje de induccién de callo se utilizé la prueba
de Mann-Whitney (McDonald, J.H., 2009). Las prue-
bas se consideraron significativas para un error del
5%. Los datos se procesaron en el paquete estadisti-
co SPSS version 13.0.

Resultados

Desinfeccion de hojas

El mayor porcentaje de desinfeccion (93,8%) se ob-
tuvo cuando se utilizaron hojas inmaduras ya expan-
didas de las plantas establecidas ex situ, que fueron
pretratadas durante ocho dias con Benomil (400 mg/I),

antes de la siembra. Ademas, en el proceso de desin-
feccion se increment6 el tiempo de exposicion a beno-
mil hasta 30 minutos.

Hojas mas jovenes presentaron sensibilidad al proce-
so de desinfeccion, aun a concentraciones de NaOC]
menores (0,5%) y tiempos mayores de inmersion (15
min.)

Desinfeccion de semillas

A diferencia de las hojas, los embriones cigéticos
poseen una carga menor de contaminantes ya que
se encuentran rodeados por tegumentos y una cu-
bierta protectora (testa) que los aisla parcialmente
del ambiente externo; no obstante, es desconocido
el grado de permeabilidad que la cubierta pueda te-
ner, por esta razén y teniendo en cuenta ensayos
preliminares, se consideré desinfectar la semilla de
nuevo luego de retirarle la testa. Las pruebas de sen-
sibilidad de los microorganismos realizadas permi-
tieron determinar que concentraciones de benomil
igual o superior a 2 g/l y del antibidtico tetraciclina
45-50 mg/l son efectivas contra los microorganis-
mos aislados. El uso de estos productos durante el
proceso de desinfeccion de las semillas, fue efecti-
vo, logrando alcanzar porcentajes de desinfeccion
del 70%, en contraste con el porcentaje inicial del
10-20% de desinfeccion.

Efecto de diferentes reguladores de crecimiento
en la induccién de callo (E y NE) y regeneracién
de plantas a partir de hojas y embriones
cigéticos

A partir de segmentos foliares

La iniciacion y el crecimiento de los callos ocurrié lue-
go de tres a cuatro semanas de la siembra sobre los
medios de cultivo basal suplementados con un amplio
rango de concentraciones de 2,4-D mas KIN y 2,4-D
mas BAP, no se present6 formacion de callo en los me-
dios conteniendo la combinacién ANA-KIN y ANA-TDZ,
tampoco en los tratamiento control. El porcentaje de
explantes que formaron callo varié significativamente
en las diferentes combinaciones y concentraciones
de reguladores (figura 2). Al comparar los porcentajes
promedio de explantes formando callo, se encontré
el mayor porcentaje de induccién (80-100%), sin dife-
rencias significativas entre los tratamientos, cuando se
utilizé el medio de cultivo MB1 suplementado con las
combinaciones 2,4-D-KIN en las concentraciones 1:1,
2:1y 5:0 mg/l y 2,4-D-BAP a 0,44:0,22 y 0,44:0,45
mg/| respectivamente, y en el medio MB2 cuando se
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Tabla 2. Tratamientos evaluados para la induccién de embriones somaticos y/o brotes en callos de Z. incognita obtenidos en

diferentes concentraciones de 2,4-D y BAP

' .. ' i6n Reaul
Medio basal Condfctones Explante Tratamiento Concentra'cufn eguladores de
luminicas crecimiento (mg/l)
1 AIA 0,1 Zn 0,2
2 AIA 0,1 Zn 0,5
Callo producido 3 AIA 0,1 Zn 1
MB1 Oscuridad con diferentes 4 AIA 0 Zn
concentraciones
de 2,4Dy BAP 5 AIA 0,1 TDZ 0,5
6 AIA O TDZ 0,5
7 AIA O TDZ0Zn 0
1 AIA 0,1 Zn 0,2
2 AIA 0,1 Zn 0,5
Callo producido 3 AIA 0,1 Zn 1
MBT1 16 horas luz con dlferen.tes 4 AlA 0 Zn1
concentraciones
de 2,4-Dy BAP 5 AIA 0,1 TDZ 0,5
6 AIA O TDZ 0,5
7 AIA O TDZ0Zn 0

AIA = Acido Indolacético, Zn = Zeatina, TDZ = Tidiazurén

suplement6 con 2,4-D a 0,22 mg/l y la combinacién
2,4-D-KIN en las concentraciones 1:1 y 2:1 mg/l. El
porcentaje de explantes formando callo fue significati-
vamente menor (35%) cuando se sembraron en MB1
suplementado con 2,4-D mas KIN (1:3 mg/l) y 2,4-D
mas BAP (0,22:0,22 y 0,22:0,45 mg/l) (figura 2).

Independientemente del medio basal y la concentra-
cion de reguladores, cuando la fuente de auxina fue el
2,4-D siempre se presentd proliferacién de callo, sin
embargo cuando el medio de cultivo fue suplementa-
do con ANA no hubo proliferacién de callo en ninguna
de las concentraciones utilizadas. De otro lado, en res-
puesta a la interaccién auxina-citoquinina, se encon-
tr6 que en la combinacion 2,4-D-KIN o 2,4-D-BAP el
porcentaje de explantes que formaron callo disminuyo
con el aumento de la concentracién de citoquinina,
sin embargo en la combinacion ANAKIN, aunque la
mayoria de explantes permanecieron vivos, no hubo
proliferacion de callo; esta respuesta se presentd igual-
mente en la combinacion ANATDZ.

Los callos en general presentaron una textura fria-
ble, de coloracion verde amarillosa a café claro y de
tipo no embriogénico. Todos los formados en MB1 y
aquellos inducidos en MB2 conteniendo 2,4-D mas
KIN presentaron en la superficie estructuras fibrosa
similares a tricomas (figura 2a). Al evaluar la compo-
sicién celular se encontré una mayor proporcién de
células alargadas de pared delgada con una gran va-
cuola en su interior, un nucleo bien definido y poca
cantidad de plastidios, caracteristicas propias de célu-
las parenquimaticas (figura 2a). Los callos obtenidos
en MB2 suplementado con 2,4-D (0,22 mg/l) mas
BAP (1, 2 y 3 mg/l) fueron callos de aspecto granular,
hdmedos, de color amarillo a café claro, con peque-
fas zonas organizadas de apariencia proembriogéni-
ca (figura 2b). La composicion celular de estos callos
se caracterizé por tener una mayor proporcion de
células pequefas, no diferenciadas, de pared delga-
da, con citoplasma denso conteniendo granulos de
almidén, caracteristicas propias de células meristema-
ticas (figura 2b).

126

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XIV No. 2 Diciembre 2012 121-133



120

110 A A A
100 - AB AB AB
90 - ABCABCBC
_ 80- BCD BCD
£ 70 BCDE BCDE
2 BCDE ¢pE
S 60 -
e CDE
50 - DE
40 - E E E
30 - B F.Callo (%)
F F FF
0-| T T T T
S &= W@ b & &£ &£ & &£ ¥ 8 8 8 8 8o - o N o £N BB
D - B s R T A A A S e R Y oN (S S VA o B — . —
E £ s S 2 £ £ £ 2 £ 2 £ £ £ £ 2 £ £ 5 S + B 55
X X g o> £ X X3 Xa X XX =25 X Xaa sz OO0
T @€ gL g8 cg8g 8cCccCcdW@€©gCc o g g% 2 o
2 9 £ 5892 9 89 8890 999 890 o+ T 38
= = 3 3 € = = = 2 3 2 = 5= = 3 2 <= = N5 - = =
o~ o~ S oS 0O o o~ o =) o =) o o~ o o~ =) o~ o~ SER=— m
+ + = = + + + < + < + + + + < + + - = =
- = Q2 0 J§ 9 S 9 § T & 8 N - o § 9 = QQ
m o 3 < m m m om m o m o m o 4 <
S =S Jd & & === 4= 4H==23=2324=2=24d
+ + om o o o + +
~ ~ = = = = ~ ~
o [aa] o o
= = = =

Concentracion y combinacion hormonal (mg/l)

Figura 1. Porcentaje de explantes formando callo en los diferentes tratamientos evaluados. Columnas con letras no comunes,

indica diferencias significativas entre ellas.

A partir de embriones

Teniendo en cuenta la respuesta de las porciones de
hojas, para inducir la formacién de callos embriogé-
nicos, se evalud la respuesta de este explante al me-
dio basal MB2 suplementado con las combinaciones
2,4-D (0y 0,22 mg/l) mas BAP (0, 1, 2 y 3 mg/l) y la
combinacion 2,4-D (0, 1y 2 mg/l) mas KIN (0, 1, 2 y
3 mg/l). La formacion y el crecimiento de callos, se
inici6 de tres a cuatro semanas después de la siembra
en el medio MB2 suplementado 2,4-D y KIN. Se pre-
sent6 formacion de callo en el 100% de los embriones
cigéticos sembrados en los tratamientos conteniendo
2,4-D (1 y 2 mg/l) en combinacién con KIN (1 y 2
mg/l). A concentraciones de KIN de 3 mg/I disminuyd
el porcentaje de formacion de callo a un 67%.

Estos callos fueron de textura friable y por las carac-
teristicas morfologicas de sus células, no embriogéni-

cos, la mayoria de ellos presentaron en la superficie
estructuras fibrosas similares a lo encontrado en las
porciones de hojas (figura 2c). Los callos granulares,
encontrados en menor cantidad fueron de color ver-
de amarilloso (figura 2d). Esta relacion de reguladores
y de concentraciones, indujeron callos nodulares de
apariencia himeda que observados al microscopio se
caracterizaron por poseer mayor cantidad de células
meristematicas, las cuales posteriormente dieron ori-
gen a embriones.

Cuando los embriones cigéticos se sembraron en el
medio MB2 suplementado con 2,4-D como Uunico re-
gulador o en combinacién con BAP (1 mg/l), se alcan-
z6 la formacion de callo embriogénico en el 61% vy el
40% de explantes respectivamente, En el tratamiento
control, (MB2 exento de reguladores) se logré la for-
macion de embriones somaticos en el 90% de los ex-
plantes (figura 3).
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Figura 2. Células conformando los diferentes tipos de callo obtenidos. a) Células parenquimaticas en callos fibrosos a partir de
hoja y b) células meristemdticas en callos granulosos hiimedos a partir de hoja c) Células parenquimaticas en callos fibrosos a

partir de embridn cigético y d) Células meristemdticas en callos granulosos a partir de embrién cigético.

Regeneracién directa e indirecta

Cuando las porciones de hojas fueron sometidas a di-
ferentes concentraciones de TDZ, no se presentd la
formacion de callos o brotes, este regulador de creci-
miento provoco la necrosis de los explantes, con un

mayor porcentaje al aumentar la concentracion de
TDZ.

Después de cinco meses, los callos inducidos a partir
de segmentos de hojas no formaron embriones ni bro-
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Figura 3. Embriones somaticos obtenidos a partir de embriones cigéticos seis meses después de la siembra en el medio de cultivo

tes, por lo que se evalué el efecto de otros reguladores
de crecimiento y concentraciones sobre la induccién
de embriones somaticos o brotes. Después de dos
transferencias sucesivas en los nuevos tratamientos no
se encontré respuesta a la formacion de embriones ni
a la formacién de brotes; en general, se presenté una
alta produccion de callo en el medio libre de regula-
dores. Los callos obtenidos en los tratamientos inicia-
les que fueron transferidos a los nuevos tratamientos,
presentaron diferencias significativas en el porcentaje
de necrosamiento, los callos transferidos a medio libre
de reguladores permanecieron de color amarillo a café
claro, el porcentaje de callos necrosados fue mayor
en los medios suplementados con KIN como unico
regulador, este porcentaje aumento significativamente
al aumentar la concentracion, alcanzando el maximo
(100%) en los callos sometidos a 3 mg/l de KIN. Esta
respuesta se acentud a su vez con las concentraciones
de los reguladores en el tratamiento inicial, encontran-
dose que este porcentaje también fue mayor en los
callos provenientes del medio de induccién contenien-
do mayor concentracion de KIN. Cuando se evaluaron
el TDZ y la Zn como potenciales reguladores para la
induccion de brotes a partir de callos, no se obtuvo
la respuesta esperada en ninguno de los tratamientos.

Discusién

Cuando se utilizaron hojas de las plantas mantenidas
en vivero y pretratadas con benomil (400 mg/l), se
alcanzo6 un porcentaje de desinfeccion del 94% utili-

zando hipoclorito de sodio al 1,5% y benomil 1 g/l en
el protocolo de desinfeccion.

Es importante destacar que tanto NaOCI, como el
benomil han sido ampliamente utilizados por el alto
grado de control que ejercen sobre diferentes mi-
croorganismos. Aunque el NaOCI| posee actividad
biocida sobre bacterias y hongos (Skirvin et al,, 1999),
en muchos casos es necesario el uso de fungicidas
y/o antibiéticos. El benomil, es un fungicida sistémi-
co de amplio espectro que actda contra una gran va-

riedad de hongos (Elanskii et al., 2004), este ha sido
ampliamente utilizado en el proceso de desinfeccion
para el cultivo de tejidos vegetales (Gomes y Canho-
to, 2003; Pence, 2005; Webster et al., 2006). Para las
semillas, las pruebas de sensibilidad de los microor-
ganismos contaminantes permitieron determinar que
concentraciones de benomil igual o superiora 2 g/l y
del antibidtico tetraciclina 45-50 mg/! en el protocolo
desinfeccion incrementan en un alto porcentaje la des-
infeccion. En los explantes utilizados (megagametofi-
to en contacto estrecho con el embrién y el embrién
cigobtico), se logré un porcentaje de desinfeccion del
70%, es decir una disminucion significativa de la carga
de contaminantes teniendo en cuenta la procedencia
del material, lo que demuestra la importancia de verifi-
car el tipo de microorganismos y grado de sensibilidad
a los biocidas como estrategia exitosa en el control de
los mismos.

Efecto de diferentes reguladores de crecimiento
y concentraciones en la induccién de callo

(E y NE) y regeneracién de plantas a partir

de hojas y embriones cigéticos

A partir de hojas

En este estudio, con los segmentos de hojas jovenes
no se logré la formacién de callo embriogénico, solo
se presentd la formacion de callo en un amplio ran-
go de concentraciones de la combinacién 2,4-DKIN y
2,4-D-BAP. Con la combinacién 2,4-DKIN, se logré con
éxito la formacion de callo embriogénico en Cerato-
zamia euryphyllidia (Chavez, et al., 1998) y C. hildae
(Litz et al., 1995), mientras que para Zamia furfuraceae
se logro la formacién y desarrollo de los embriones
somaticos, tanto con 2,4-D-KIN, como con 2,4-D-BAP
(Dhiman et al., 1998). Para esta misma especie, con
la combinacion ANAKIN, se describe la formacion de
embriones somaticos con una eficiencia del 12,5%, sin
embargo en este estudio, no se obtuvo respuesta de
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los explantes, al igual que en los tratamientos conte-
niendo ANA mas TDZ y TDZ como unico regulador.

El mayor porcentaje de formacion de callo se alcanzé
en los tratamientos con bajas concentraciones o en
ausencia de citoquininas en el medio de cultivo, este
comportamiento también se reporté en Zamia furfura-
ceae (Dhiman et al., 1998). No obstante, las relaciones
de reguladores evaluadas en este estudio no tuvieron
efecto favorable en la induccion de embriones somati-
cos en las porciones de hojas, contrario a lo reportado
para Encephalartos cycadifolius (Jager y van Staden,
1996), varias especies de Zamia (Chavez et al., 1992
a; Dhiman et al., 1998; Palma, 1999), y Ceratozamia
(Litz et al., 1995; Chavez et al., 1998). Tampoco fue
posible la formacién de brotes, contrario a lo reporta-
do por Chavez et al., (1992 a); Chavez y Litz (1999);
Palma (1999) y Cabrera et al., (2008), quienes lograron
regenerar brotes en diferentes especies de Zamia, uti-
lizando KIN y 2,4-D solos o combinados, aumentando
ademads la eficiencia con concentraciones de KIN de
2 v 3 mg/l, lo que evidencia una vez mas la respuesta
diferencial aun en especies de un mismo género.

En Z incognita, se encontré una disminucién en el
porcentaje de produccién de callo al aumentar la
concentracion de citoquininas, ademas, los callos sub-
cultivados en medios frescos conteniendo KIN, presen-
taron un alto porcentaje de necrosamiento, el cual se
incrementd al aumentar la concentracion de KIN, hasta
alcanzar un 100% con 3 mg/l. Este comportamiento
puede deberse a un desbalance en los reguladores de
crecimiento por la adicion de citoquininas exdgenas
que, de acuerdo con Tan y Dai (1997) pueden causar
toxicidad en los explantes. En el caso especifico de la
kinetina Palma (2007), encontré este comportamiento
en el proceso de micropropagacion de Zamia skinneri,
donde obtuvo necrosis de los explantes con una con-
centracion de KIN de 3 mg/I.

La respuesta a la formacién de callo granular, el cual
se asocia a respuestas embriogénicas u organogéni-
cas (Aviles et al.,, 2009), se vio favorecida en el me-
dio basal (MB2), esta puede estar relacionada con la
fuente y/o contenido de nitrégeno en el medio de
cultivo; principal diferencia entre los medios basales
evaluados (CIAT, 1993). Aunque diferentes especies
han respondido mejor a la combinacion de KNOs
con NH4NO;s como fuente de nitrégeno (Ul-Haqg and
Zafar, 2004; Baskaran and Jayabalan, 2005; Tefera
and Wannakrairoj, 2004; Villamor, 2010) debido al
efecto sinérgico entre estas dos fuentes (Salehi, 2003;
Woodwar 2006), en otras especies, la respuesta ha
mejorado notablemente en ausencia del NHiNOs3
(Villamor, 2010). Por otro lado, se han reportado

efectos deletéreos sobre la respuesta morfogénica si
se elimina el KNO; de los medios de cultivo basal
(disminucion del nimero de brotes, no formacion de
callo, disminucion en el crecimiento, entre otras), por
el contrario, ningln efecto sobre la morfogénesis ha
sido observado al eliminar el NHsNO; como fuente
de nitrégeno (Salehi, 2003; Villamor, 2010).

A partir de embriones cigéticos

En diferentes especies de Cycadas se ha descrito la
formacion de embriones somadticos a partir de em-
briones cigbticos y megagametofito usando la com-
binacién de los reguladores KIN y 2,4-D (Litz et al.,
2004), sin embargo para Z incognita solo se logré
formacion de callos, los cuales por su composicién
celular (mayor proporciéon de células parenquimati-
cas), se consideran no aptos cuando se busca la for-
macién de puntos de crecimiento. Se ha demostrado
que son las células meristematicas las que dan origen
a embriones y brotes y que el aumento en el nimero
de células embriogénicas se debe casi enteramente
a la division repetida de células meristematicas (La-
parra et al.,, 1997, Aviles et al., 2009). No obstante
en este estudio en el medio basal MB2 exento de
reguladores, o conteniendo 2,4-D solo (0,22 mg/l) y
en combinacion con BAP (1 mg/l) se logré la forma-
cion de embriones somaticos. Estas respuestas dife-
renciales encontradas podrian ser explicadas por el
genotipo, siendo este aspecto evidente al revisar lo
reportado en diferentes especies de Zamia (Litz et
al., 1995; Chavez, et al., 1998, Chavez et al., 1992
a; Dhiman et al., 1998; Amador, 2000), Dioon spp.
(Chavez y Litz, 1999; Cabrera et al., 2008) y en otras
especies de plantas (Gatica et at, 2007, UR-Rahman
et al., 2007, Salehi y Khui, 2005).

Es de resaltar la respuesta alcanzada en el medio exento
de reguladores ya que por lo general se requiere un
estimulo hormonal exégeno para lograr la regeneracion
in vitro via organogénesis o embriogénesis somatica,
no obstante, la composicién del medio de cultivo tiene
una influencia importante sobre la respuesta morfogéni-
ca debido a su relacién directa con la nutriciéon mineral
del explante. Es posible obtener respuesta morfogénica,
sin la presencia de reguladores de crecimiento con solo
hacer modificaciones de la composicion mineral del
medio de cultivo (Aviles et al., 2009).

En ensayos iniciales con este tipo de explante, en
estado de desarrollo mas avanzado, no se logré la
formacion de embriones somaticos, iniciandose en
el tratamiento control el desarrollo de la radicula y la
elongacion del epicdtilo, (dato no mostrado). Rinaldi y
Leva (1995) demostraron que la frecuencia de organo-
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génesis a partir del cultivo de embriones cigéticos en
Cycas revoluta dependié del estado de desarrollo de los
embriones cigoticos utilizados como explante. Es cono-
cido que la edad fisiol6gica del explante juega un papel
importante en la determinacion de la respuesta in vitro,
produciéndose una mejor respuesta al utilizar tejidos
vegetales mas jovenes y menos diferenciados (Becerra,
2004; Veltcheva et al, 2005). Al respecto Stasolla y Yeu-
ng (2003), afirman que para la inducciéon de embriones
somaticos en gimnospermas es necesaria la utilizacién
de tejidos juveniles; en el caso especifico de Dioon edu-
le, Chavez et al., (1999), sugieren que la ausencia de
respuesta embriogénica en los explantes (embriones
cigbticos y megagametofito) utilizados se debié proba-
blemente a la madurez vegetal y del explante.

Regeneracién directa

En las porciones de hojas sembradas en los medios de
cultivo conteniendo TDZ, no se obtuvo respuesta a la
formacion de embriones ni de brotes, y se presenté
necrosis al aumentar la concentraciéon y el tiempo de
exposicion a este regulador. Esta dltima respuesta ha
sido encontrada igualmente en otras especies (Webs-
ter et al., 2006; Singh et al., 2003). Este regulador solo
o en combinacién con la auxina ANA ha sido utilizado
con éxito en la induccién de brotes en S. tuberosum
(Ahmad and Aftab, 2009), Musa sp. (Youmbi et al.,
2006), Pseudoananas sagenarius (Avico et. al., 2006),
Hydrangea sp. (Ledbetter y Preece, 2004).

La respuesta de necrosis obtenida cuando se utilizo
TDZ podria explicarse por las concentraciones eva-
luadas, las cuales podrian ser consideradas altas de
acuerdo a lo reportado por varios autores, quienes
encontraron inhibicion del desarrollo de brotes a con-
centraciones iguales o inferiores a 0,2 mg /I (Kadota et
al., 2003, Ruzig y Vujovic, (2008, Ahmad et al., 2009),
otros incluso han reportado ausencia de respuesta al
TDZ solo o en combinacion con auxina (Dam et al.,
2010), igual a lo encontrado en el presente estudio.
Algunas investigaciones sugieren que las causas de es-
tos resultados pueden ser entre otras la acumulacion
de citoquininas enddgenas la cual es estimulada por la
presencia del TDZ en el medio de cultivo y la acumu-
lacion del TDZ en el tejido debido a su resistencia a las
oxidasas (Murphy et al., 1998, Tefera and Wannakrai-
roj, 2004, RuZi¢ y Vujovi¢ (2008).

Regeneracién indirecta

Cuando se subcultivaron callos previamente someti-
dos a diferentes tratamientos, en el medio basal exento
de reguladores, se increment6 su capacidad de multi-

plicacion, esto probablemente se debié al fenémeno
de habituacion por el empleo prolongado de auxinas
y citoquininas, éste hace que cultivos que inicialmente
necesitan reguladores de crecimiento, requieran me-
nos cantidad después de algunos subcultivos, llegando
incluso a prescindir de ellos (Pierik, 1990). Con este
tratamiento, callos de Zamia pumila aumentaron su di-
ferenciacion y su capacidad para organizarse y formar
un mayor ndmero de estructuras (Webb et al., 1983),
no obstante en este estudio los callos Z incognita solo
aumentaron su capacidad de multiplicacién sin la for-
macion de estructuras organizadas.

Con la utilizacion de las combinaciones de AIA-Zn o
AIATDZ, se ha conseguido la regeneracion de plantas
a partir de brotes en Petunia (Reuveni y Evenor, 2007)
y via embriogénica en algodén (Zhang et al., 2000),
no obstante, estas relaciones hormonales no tuvieron
un efecto sobre el desarrollo de brotes o induccién
de embriones somaticos en los callos de Z. incognita.
En los callos bajo estos tratamientos y en condiciones
de fotoperiodo (16 horas luz), no se obtuvo respuesta
organogénica, a pesar de que se ha establecido que
la luz juega un papel importante en el desarrollo de
plantas (Reuveni y Evenor, 2007)

Conclusiones

A pesar del alto impacto sobre las poblaciones na-
turales de Zamia y las desventajas propias de la
conservacion in situ, son pocos los grupos de inves-
tigacion que trabajan en la busqueda de alternativas
de conservacién de las especies de esta familia. Los
resultados obtenidos aqui demuestran la posibilidad
de obtener a través del cultivo de embriones cigoti-
cos en estados inmaduros, embriones somaéticos de
Z. incognita como una primera etapa del proceso de
propagacion via embriogénesis somatica. Adicional-
mente, se describe un medio de cultivo adecuado
para la induccién de callos embriogénicos, el cual fue
efectivo tanto exento de reguladores o conteniendo
2,4-D. solo o combinado con BAP, disminuyendo asi,
los efectos negativos que puedan ser causados por
el uso de altas concentraciones de reguladores de
crecimiento exégenos, especialmente cuando se bus-
ca una propagacion clonal. Este es el primer repor-
te sobre el cultivo in vitro de una especie de Zamia
endémica de Colombia en categoria de amenaza, lo
cual es el punto de partida para el establecimiento de
un protocolo de propagacion in vitro que conduzca
en un mediano plazo al desarrollo de un programa
de conservacion ex situ y/o de reintroduccion en su
habitat.
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