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Resumen. Se estudid el potencial callogénico de Aloe vera L. utilizando
explantes de hojas jovenes de plantas silvestres, cultivaindolos en medio
Murashige y Skoog (MS) suplementado con auxinas y/o citoquininas. Se
observo que la adicion de sustancias reguladoras del crecimiento no es
imprescindible para la obtencion de callos, pero si es necesaria para la
obtencion de mejores porcentajes de formacion de callos. Cuando se
afadio 2,4-D sola a medio MS los mejores resultados se obtuvieron con
una concentracion de 0,1 mg.L"' observandose un 15% de formacion de
callos. Con citoquininas solas, los mejores resultados se obtuvieron con
BA, observandose un 17% de formacion de callo con una concentracion
de 1 mg.L"'. Al afiadir 2,4-D y citoquininas al medio de cultivo, los
resultados dependieron de la concentracion y tipo de combinacion
auxina/citoquinina empleada, obteniéndose las mejores respuestas (80—
87%) con la combinaciéon de 1 mg.L"' de 2,4-D y 2 mg.L"' de BA. Los
porcentajes de callogénesis con la combinacion 2,4-D/Kinetina fueron
menores con un maximo del 68% a una concentracion de 2 mg.L™" de 2,4-
Dy 1 mg.L" de kinetina. Recibido: 27 marzo 2007, aceptado: 23 octubre
2007.
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EFFECT OF DIFFERENT COMBINATIONS OF 2,4-D, BA AND KINETIN
ON CALLUS FORMATION IN WILD SABILA PLANTS (ALOE VERA)

Abstract. Aloe vera L. callus formation was studied using young, wild
plant leaves as explants. Explants were grown in Murashige and Skoog
(MS) medium, supplemented with auxins and/or cytokinins. Addition of
growth regulators was not essential for callus formation itself, but was
necessary to obtain higher percentages of calli. When only 2,4-D was
added to the MS medium, best results (15% callus formation) were
obtained with a concentration of 0.1 mg.L™. Using cytokinins only, best
results were obtained with BA, observing 17% callus formation with a
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concentration of 1 mg.L™". When 2,4-D and cytokinins were added to the
culture medium, results varied depending on the concentration and type of
auxin-cytokinin combination present. Best results (80-87%) were
obtained using a combination of 1 mg.L™" of 2,4-D and 2 mg.L"' of BA.
Callus formation (%) with the 2,4-D/Kinetin combination was less, with
a maximum of 68%, using 2 mg.L"' of 2,4-D and 1 mg.L" of kinetin
concentration. Received: 27 March 2007, accepted: 23 October 2007.

Key words. Aloe vera, callus formation, auxins, cytokinins.
INTRODUCCION

La zabila (Aloe vera L.) se ha constituido en la actualidad en uno de los
cultivos més importantes de Venezuela, especialmente por la utilizacion de sus
hojas para la elaboracion de productos cosméticos y medicinales (Vega et al.
2005). Debido a ello, en los ultimos afios se han incrementado las
investigaciones cientificas de esta planta con la finalidad de lograr su mejor
aprovechamiento. Sin embargo, la tasa de propagacion de esta planta es muy
lenta como para suplir la creciente demanda comercial de sus productos y
subproductos tanto a nivel nacional e internacional (Pifia 2005). El cultivo in
vitro del Aloe vera es una de las alternativas biotecnoldgicas que permite
incrementar el nimero de plantas de zabila en corto tiempo, con total
independencia de las condiciones climaticas, lo que ayudaria a satisfacer las
necesidades actuales del mercado.

Una de las técnicas de la propagacion in vitro es el cultivo de callo. Un
callo es una masa de células mas o menos organizada que usualmente se
origina como resultado de heridas en 6rganos y tejidos ya diferenciados, por
tanto, un callo no es homogéneo sino que por el contrario, estd formado por
células diferenciadas e indiferenciadas (Chawla 2002).

La formacion del callo depende del tipo de regulador del crecimiento y su
concentracion en el medio depende del genotipo y del contenido endogeno de
hormonas del explante, siendo necesario aportar, segin el caso, sdlo auxinas,
solo citoquininas o ambas. Las auxinas, en concentraciones moderadas a altas
son las mas usadas para la formacion de callos, entre ellas, la mas utilizada es
el 2,4-D. Una alta concentracion de auxina y baja de citoquinina en el medio
promueve la proliferacion celular en algunas especies, con la consecuente
formacion de callo. Las citoquininas mas utilizadas son la kinetina (Kin) y la
benciladenina (BA) y dentro de las auxinas, las mas empleadas son acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), acido naftalenacético (ANA) vy acido
indolacético (AIA) (Chawla 2002).
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También son igualmente importantes otros factores para la formacion de
callos, entre ellos, el tipo de material del que proviene el explante (juvenil o
adulto) y la posicion original de este en la planta donante, asi como también el
genotipo, la composicion del medio nutritivo y los factores fisicos como luz,
temperatura, etc. (Polanco et al. 1988, Chawla 2002).

La callogénesis en A. vera tiene algunas dificultades y existe escasa
literatura al respecto. En 1987, Racchi cultivo diferentes explantes de Aloe
ferox Mill. y obtuvo callos a partir de tejidos de semillas los cuales al ser
subcultivados en el mismo medio, produjeron brotes de embriones somaticos
que se desarrollaron en plantas. Roy y Sarkar (1991) obtuvieron callos de A.
vera a partir de explantes de segmentos axilares de tallo con 2,4-D y kinetina.

Aloe pretoriensis y Aloe barbadensis se han propagado in vitro con 2,4-D
y citoquinina en el medio de cultivo. La diferenciacion de raices y tallos en A.
pretoriensis se obtuvo directamente a partir de explantes de semilla
(Groenewald et al. 1975) mientras que los callos de A. barbadensis producidos
en medio suplementado con 2,4-D se hicieron morfogenéticos al afiadir esta
citoquinina al medio (Natali et al. 1990).

En Lavandula vera se desarroll6 un procedimiento para la regeneracion de
plantas a partir de callos de hojas, observandose la produccién de multiples
brotes y de raices con el uso de BA y de un sistema abierto de cultivo con
cloro piridil fenil urea (CPPU), mientras que la tasa mas alta de enraizamiento
se obtuvo con AIA (Tsuro et al. 2000).

Uno de los principales problemas que se presentan al cultivar in vitro
plantas de Aloe es el ennegrecimiento de los cultivos, resultado de la oxidacion
de polifenoles que son exudados al medio por los explantes y que pueden
llegar a impedir el establecimiento de los cultivos (Matos et al. 2000). Este
fenomeno ocurre debido a un incremento en la actividad metabodlica de las
células que estan alrededor del area del dafo del tejido, las cuales se dividen
rapidamente y lo envuelven, lo que implica la producciéon de polifenoles para
endurecer las paredes celulares y proteger la planta contra el ataque de
patogenos (Allan 1991).

El presente trabajo tiene como objetivo determinar el efecto de diferentes
concentraciones de la fitohormona 2,4-D en combinacion con BA y Kin para
la induccion y establecimiento de callo a partir del cultivo in vitro de hojas de
plantas silvestres de Aloe vera, con el proposito de lograr el mantenimiento del
estado de callo de esta planta para su posterior empleo en estudios de
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regeneracion y cultivos de células para cuantificacion de la produccion de
metabolitos secundarios.

MATERIALES Y METODOS

Las plantas de Aloe vera empleadas para realizar este estudio procedieron
de la ciudad de Maracaibo, estado Zulia, Venezuela, recolectadas en los
alrededores de los jardines de la Universidad del Zulia. Se tomaron las hojas
de estas plantas para ser usadas como explantes primarios.

Las hojas, de aproximadamente 10 a 20 cm de longitud, se lavaron con
agua corriente y se esterilizaron con etanol 70% durante 1 minuto, se
colocaron una vez en agua destilada estéril y luego se sumergieron en una
mezcla de hipoclorito sédico al 1% con tres gotas de Tween 20 durante 20
minutos. Por ultimo, las hojas se pasaron tres veces por agua destilada estéril
para eliminar los restos de hipoclorito y etanol.

Las hojas se cortaron en segmentos de aproximadamente 1020 mm? bajo
condiciones de esterilidad en una camara de flujo laminar. Los explantes se
colocaron en placas de Petri, de 90 mm de diametro que contenian 25 mL de
medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) (MS) suplementado con sacarosa
al 3% y agar al 0,9% como agente solidificante. El pH del medio se ajusto a
5,7-5,8 con NaOH 0,1 N 6 HCL 0,1 N segun las necesidades. También se
afiadié acido ascorbico 0,1 g.L™' con el fin de prevenir la oxidacion en el
medio de los compuestos fenoélicos.

Para la induccion de callos a partir de hojas de plantas silvestres de Aloe
vera se anadieron al medio de cultivo MS diferentes combinaciones de la
auxina 2,4-D y las citoquininas BA y Kin. Las concentraciones de la hormona
2,4-D fueron 0,1; 0,5; 1 y 2 mgL' combinadas con cada una de las
concentraciones utilizadas para BA y Kin de 0,1; 0,5; 1; 2; 3y 5 mg.L'l.
También se probaron la auxina y las citoquininas solas en concentraciones de
0,1;0,5;1;2;3y5 mg.L'l.

Se sembraron 5 placas de Petri con 4 explantes de hoja cada una (20
explantes en total), con tres repeticiones para cada uno de los tratamientos. Las
placas sembradas para cada tratamiento se colocaron en camara de crecimiento
con 12 hde luz a 25 + 1 °C de temperatura.

Se cuantifico el nimero de explantes que formaron callo en los distintos
tratamientos, durante las primeras 4 semanas de cultivo (30 dias).
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Se empled un disefio estadistico completamente al azar, los datos se
analizaron con el software SPSS utilizando la prueba de varianza ANOVA y
las diferencias entre las medias se determinaron mediante el test de Tukey (P <
0,05).

RESULTADOS

Se observo que la induccion de callo en explantes de A. vera varid con las
diferentes combinaciones de las concentraciones de 2,4-D, BA y Kinetina.
Cuando los explantes de hojas se cultivaron en medio MS sin hormonas se
formaron callos en los cortes realizados a dichos explantes en muy escaso
porcentaje (3%); los callos eran pequenos y de textura no friable (compactos).
La mayoria de estos callos no sobrevivieron.

Cuando el medio MS se suplemento6 con la auxina o las citoquininas, éstas
promovieron la formacion de callo a los 30 dias de cultivo dependiendo de la
concentracion hormonal (Fig. 1). La auxina 2,4-D indujo la formacion de
callos en un 15%, siendo la concentracion mas efectiva 0,1 mg.L™' (Tabla 1)
(Fig. 2A, B y C). Los callos eran pequefios, compactos y de color verde-
blanquecino (Fig. 2A).
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Figura 1. Efecto de diferentes concentraciones de 2,4-D vy las citoquininas (BA y Kin)
solas en la induccion de callo a partir de explantes de hojas de plantas silvestres de
Aloe vera. Promedio de 3 experimentos + D.E. Letras diferentes indican diferencias
significativas segun Tukey (P < 0,05). MS sh: Medio MS sin hormonas (control).
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Tabla 1. Efecto de diferentes concentraciones de 2,4-D y las citoquininas
(BA y Kin) solas en la induccion de callo a partir de explantes de hojas de
plantas silvestres de Aloe vera (promedio de 3 experimentos + D.E.).

Hormona [ J(mg/L) % Expl. que % %
forman Callo Contaminacion  Necrosis
2,4-D 0,1 15+4,1 0 0
0,5 5+0,0 0 0
1 1,7+2,4 0 0
2 0+0,0 0 0
3 0+0,0 0 0
5 0+0,0 0 0
BA 0,1 6,7+2,0 0 1,7+2,3
0,5 10+ 4,1 0 0
1 17£2,0 0 0
2 10£0,0 0 1,7+2,3
3 7+2,0 0 0
5 2+2,0 0 0
Kin 0,1 54+0,0 1,7+2,3 0
0,5 0=+0,0 83+11,8 0
1 0+0,0 0 0
2 2+2,0 0 0
3 0+0,0 0 0
5 0+0,0 0 0

Como se observa en la Figura 1, al afiadir citoquininas al medio MS, el
porcentaje maximo de formacion de callos fue de 17% con BA en
concentracion de 1 mg.L", mientras que con kinetina el porcentaje maximo
logrado fue de 5% con 0,1 mg.L™" (Tabla 1). Una vez més, los callos fueron
pequefios y compactos.

Al anadir conjuntamente la auxina y las citoquininas al medio de cultivo,
los resultados obtenidos dependieron de la concentracion y tipo de
combinacion auxina/citoquinina empleada (Fig. 3). Cuando se uso la auxina
2,4-D junto con BA (Fig. 3A), se indujo la formacioén de callo en nimero
elevado de explantes, obteniéndose respuestas entre el 80% al 87% (Tukey, P
< 0,05) y en muchos casos hasta del 95% con la combinacion de 1 mg.L™" de
2,4-D y 2 mgL' de BA (Tabla 2). Por el contrario, el porcentaje de
callogénesis obtenido a partir de hojas de A. vera con la combinacién de 2,4-D
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Figura 2. Callos obtenidos a partir de hojas Jovenes de plantas sﬂvestres de Aloe vera.
A: Callos obtenidos en medio con 1 mg.L" de 24 Dy 2 mgL" de BA, B: Callos
obtenidos en medio con 1 mg.L™" de 2,4-D y 5 mg.L™" de BA C y D: Efecto del 2, 4 D
sobre el color de los callos, C: Callos obtenldos con 1 mg. L’ de 2,4-Dy1mg. L" de
kinetina, y D: Callos obtenidos con 2 mg. L" de 2,4-D y 1 mg. L de kinetina.

y kinetina (Fig. 3B) fue menor con respecto a la combinacion anterior, sin
embargo la mejor respuesta se obtuvo con 2 mg.L"' de 2,4-D y 1 mg.L" de
kinetina con un 68% de formacion de callo (Tabla 3)(Fig. 2D).

La formacién de callos en hojas de A. vera se vio favorecida en general
por una alta concentracion de auxina combinada con citoquinina y las
combinaciones mas efectivas para inducir callogénesis fueron las formadas por
2,4-D/BA (Tukey, P < 0,05). La mayoria de estos callos eran pequefios y
compactos; en las combinaciones con 2,4-D pudo verse que el color fue
variando, tornandose mas blanquecinos a medida que aumentaba la
concentracion de 2,4-D (Fig. 2C). Los porcentajes de necrosis fueron mayores
en los medios que contenian combinaciones de 2,4-D y kinetina. No se
observo organogénesis en estos callos.
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Figura 3. Efecto de diferentes concentraciones de 2,4-D y combinadas con las
citoquininas BA (A) y kinetina (kin, B) en la induccién de callo a partir de explantes de
hojas de plantas silvestres de Aloe vera. Promedio de 3 experimentos + D.E. (*) indica
diferencias significativas segun Tukey (P < 0,05).
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Tabla 2. Efecto de diferentes concentraciones de 2,4-D y BA en la induccion de
callos a partir de hojas de plantas silvestres de Aloe vera (promedio de 3
experimentos + D.E.).

2,4-D BA % Expl. que % %
(mg/L™) (mg/L™) forman Callo Contaminacion Necrosis
0,1 0,1 68 +6,0 15£7,0 0
0,5 80+0,0 0 0
1 60+ 8,0 15£7,0 0
2 80+0,0 0 0
3 5041 0 0
5 0+0,0 40 +£28,2 0
0,5 0,1 53+20 16 4,7 0
0,5 87+2,0 0 0
1 73£2,0 0 0
2 70+ 0,0 13+94 0
3 80+0,0 0 0
5 85+0,0 0 0
1 0,1 25+41 13£9,4 3147
0,5 18+2,0 13+9,4 8+4,7
1 40+0,0 0 0
2 95+0,0 0 3+4
3 65+8,0 0 5+4,08
5 63 +4,7 15+7,0 0
2 0,1 18,3+2,0 0 1,7+2,3
0,5 15+0,0 13+9,4 0
1 0£0,0 16,7+11,7 8+4,7
2 43+2,0 20+ 14,1 1,7+2,3
3 0+0,0 30£21,2 0
5 0+0,0 13+9,4 0
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Tabla 3. Efecto de diferentes concentraciones de 2,4-D y kinetina en la induccion
de callos a partir de hojas de plantas silvestres de Aloe vera (promedio de 3
experimentos + D.E.).

2,4-D Kin % Expl. que % %
(mg/L™ (mg/L™ forman Callo Contaminacion Necrosis
0,1 0,1 30+£21,6 0 20+£21,6
0,5 20+0,0 0 23 +£20,5
1 22 +30,0 0 13+12,4
2 58 +£24,0 0 10£38,1
3 32+16,5 0 0
5 3+4,7 0 0
0,5 0,1 3,3+4,7 0 0
0,5 47 £20,5 0 0,7+0,9
1 20+38,2 6,7+9,4 23,3+20,5
2 33+4,7 1,7+£2,3 0
3 18,3+£6,2 0 23+£16,9
5 183£11,8 0 26,7+24,9
1 0,1 5+7,0 0 20+28.2
0,5 35+22,7 4,7+04 33147
1 43+ 12,4 0 13+18,8
2 5+7,0 0 0
3 12,8+ 11,7 6,7+1,8 23+329
5 83+11,8 0 0
2 0,1 18,3+10,3 33+4,7 10+ 14,1
0,5 26,7+4,7 0 10 + 14,1
1 68,3 +18,4 0 0
2 35+ 14,7 0 0
3 20+ 14,1 0 23+4,7
5 36,7+ 12,5 0 16,7+ 12,4
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DISCUSION

En Venezuela, el aumento de la demanda nacional e internacional de la
zabila, ha permitido aumentar la produccion de los zabilares de los estados
Sucre, Anzoategui, Falcon, Lara y Zulia ocupando una superficie sembrada de
mas de 10.000 hectareas para el afio 2006 (Imery-Buiza 2006). Sin embargo,
la tasa de multiplicacién y crecimiento de esta planta es insuficiente para
abastecer la demanda del gel y el polvo de esta planta. La técnica de cultivo de
tejidos vegetales aparece como una opcidn para vencer este inconveniente
utilizando para ello protocolos de regeneracion in vitro via la induccion de
callos.

La importancia del cultivo de callos en plantas medicinales radica en que
estos resultados pueden ser empleados para realizar estudios fisioldgicos,
bioquimicos y determinar la produccion de metabolitos secundarios en las
estructuras formadas. Para realizar este tipo de cultivo es necesario lograr una
buena induccion de callos, esto se logra optimizando diferentes factores que
influyen en dicha induccidon, como por ejemplo los reguladores del
crecimiento (Roben et al. 1993).

En este trabajo se observd que cuando se afiadi6é solamente la auxina 2,4-
D o las citoquininas (BA o Kin) solas al medio de cultivo, la induccién de
callo en los explantes de hoja fue baja. Por ejemplo, cuando se afiadié la
auxina 2,4-D al medio de cultivo, la formacién de callo fue del 15%. Cuando
los explantes de las hojas de A. vera se cultivaron en medio MS con
citoquininas solas, los mejores resultados se obtuvieron con BA, observandose
un 17% de formacién de callo con una concentracion de 1 mg.1"', mientras que
con kinetina el porcentaje maximo fue del 5% con una concentracion de 0,1
mg.I". Resultados similares se obtuvieron en estudios de embriones somaticos
de yuca (Manihot esculenta Crantz), donde se observd que las citoquininas
inducian organogénesis, especialmente la BA (Guohua 1998). De hecho,
algunos autores propusieron una acciéon directa del BA en la induccion
callogénica (Centeno et al. 1998, Feito et al. 1995), mientras que otros (Kuiper
et al. 1989) apuntaron a un efecto indirecto al incrementar las concentraciones
de las citoquininas naturales.

Al afiadir conjuntamente 2,4-D y citoquininas al medio de cultivo, los
resultados dependieron de la concentracion y tipo de combinacion
auxina/citoquinina empleada. Las mejores respuestas se obtuvieron con la
combinaciéon 2,4-D y BA donde los porcentajes de callogénesis fueron
superiores a aquellos obtenidos con 2,4-D y Kin en la mayoria de las
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combinaciones probadas. La mejor combinacion fue 1 mg.L" de 2,4-D y 2 mg.
L' de BA.

Los resultados obtenidos indican que la formacion de callo en explantes
de hojas silvestres de A. vera se vio favorecida en la mayoria de los medios
que contenian una alta concentracién de auxina (2,4-D) combinada con la
citoquinina BA, tal como lo han descrito Natali et al. (1990) para A. vera. De
igual manera, Cura et al. (2004) obtuvo buenos resultados en la propagacion
de esta planta con una combinacion de 0,1 mg.L"'de BA mas 1 mg.L" de IBA.

Los porcentajes de necrosis fueron mayores en los medios que contenian
combinaciones de 2,4-D y Kin, lo que concuerda con lo expuesto por Natali et
al. (1990) y Roy y Sarkar (1991). En el presente trabajo, tanto con BA como
con kinetina, se observo ennegrecimiento de los explantes. Estos resultados
concuerdan con los descritos por Natali et al. (1990), quienes afirmaron que el
uso de BA y Kin causaba ennegrecimiento de los tejidos por la oxidacion de
los compuestos fendlicos presentes en las hojas de esta planta. Estos callos no
presentaron capacidad organogénica, debido, quizas, al dificil establecimiento
de los cultivos por la elevada cantidad de compuestos fenolicos presentes en
las hojas de A. vera.

En cuanto a la morfologia de los callos, especificamente en el color, se
observaron variaciones al cambiar las concentraciones de 2,4-D en el medio. A
medida que se incrementaba la concentracion de 2,4-D, los callos se tornaron
de color blanquecino, lo que se explica por el hecho de que el 2,4-D es un
inhibidor de la sintesis de clorofila (George 1993).

Estos resultados serviran de base para el establecimiento de callos de A.
vera que seran utilizados para ensayos posteriores, especialmente para medir
produccioén in vitro de metabolitos secundarios como aloina y aloe-emodina.
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