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Helianthus annuus L., Stevia rebaudiana B, Cassia moschata son tres especies vegetales que han podido agregarse al
Banco de Germoplasma in vitro que funciona en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto de Biologia
Experimental (IBE). Esto ha sido posible con el empleo de técnicas de cultivo de tejidos vegetales. Estas especies se
sumaran al grupo de especies ornamentales, medicinales, industriales y horticolas, ya existentes desde hace décadas y que
se han mantenido a lo largo del tiempo, con repiques sucesivos del material vegetal a medios de cultivo fresco cada 2
meses, con el fin de tener material vegetal en condiciones de asepsia para futuras investigaciones o produccién masiva.
Asi mismo, muchas plantas en simbiosis con bacterias y hongos, fijan nitrégeno atmosférico, como es el caso de
Rizobium y los hongos Glomeromycota formando micorrizas arbusculares que permiten una mejor nutricion fosforada,
favoreciendo a su sobrevivencia en vivero, por lo cual se esta comenzando a emplear esta técnica en el laboratorio de
Biotecnologia Vegetal para mejorar la aclimatizacion de algunas especies micropropagadas.

Introduccion

Cada afo se incorporan mas especies vegetales de
interés comercial al Banco de Germoplasma in vitro
que funciona en el Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal del Instituto de Biologia Experimental (IBE)
de la Facultad de Ciencias de la UCV, producto de las
investigaciones dirigidas a dar solucién de algunos
problemas especificos en la agricultura del pais. Estas
investigaciones se basan en el Cultivo de Tejidos
Vegetales, lo cual abarca un grupo de técnicas que
consisten en el cultivo in vitro en condiciones
asépticas de células, tejido u 6rganos vegetales (11).

Micropropagacion de Stevia rebaudiana B a partir
de microesquejes.

En Venezuela al igual que en muchos paises del
mundo en los Ultimos afios se viene haciendo uso
delas plantas de Stevia en la fabricacién de
edulcorante. Las hojas de esta planta contienen
glucésidos de sabor mucho mas dulces que la
sacarosa, pero gue no son metabolizables y tampoco
contienen calorias (7,8). El objetivo de esta
investigacion fue la micropropagacion masiva de esta
especie; para ello se
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cultivaron microesquejes, de plantas obtenidas en
vivero, de 1 cm de longitud, en el medio Murashige y
Skoog (1962) (6): sin hormonas (M1), con 0,2 mg/L
de benciladenina y 0,001 mg/L de &cido indolacético
(M2), y 1 mg/L de benciladenina con 0,1 mg/L de
acido naftalenoacético (M3) (8) (Fig. A).

A los 15 dias de cultivo, el porcentaje de brotacién
observado fue de 20% en el medio M1, 40% en M2 y
70% en M3; con un promedio de brotes por explante
de0,2enM1,1,7en M2y 2,3 en M3 (Fig. By C). El
promedio de brotes por explante fue mayor en el
medio M3, obteniéndose también una organogénesis
indirecta.

Una vez establecido el cultivo in vitro, para la etapa
de multiplicacion se utiliz6 el medio M3,
obteniéndose un promedio de 16,75 brotes por
explante (Fig. D). En la etapa de enraizamiento se
aprecié un promedio de 10,2 (M1), 3,2 (M2) y 2,1
(M3) raices/planta. En la etapa de aclimatizacién se
empled con éxito una mezcla arena y tierra abonada
estéril 1/1. Con la metodologia empleada se logré un
alto porcentaje de plantas aclimatadas a condiciones
de vivero (Fig. E).


http://es.wikipedia.org/wiki/Stevia

Figura. A. Cultivo inicial de Stevia rebaudiana, a partir de
microesquejes, en los medios M1, M2y M3. By C. Detalle de los
brotes formados, a los 15 dias de cultivo, en M1 y M2
respectivamente.

Figura. D. Etapa de multiplicacién de Stevia rebaudiana, en el
tratamiento M3, donde se observa un ndmero promedio de brotes
por explante de 16,75.

Figura. E. Planta aclimatada de Stevia rebaudiana en una mezcla
arena y tierra abonada estéril 1/1.

Propagacion in vitro de plantas de Helianthus
annuus L. via organogénesis y embriogénesis
somatica, a partir de microesquejes y cotiledones.

Helianthus annuus L. (Girasol) es una planta
importante en el comercio mundial por la produccién
de aceite comestible, por ser una orhamental
exuberante, alimento para ganado, aves y algunas
veces por el consumo humano.

Una vez obtenida la germinacion in vitro de semillas
comerciales de girasol (Figura F), se aislaron
microesquejes Yy segmentos longitudinales de
cotiledones, para ser cultivados en medios que
contenian las sales Murashige y Skoog (1962) (6),
suplementado con 0,4 mg/L de tiamina, 100 mg/L
mio-inositol, 10 mg/L de vitaminas de Morel, 30 g/L
de sacarosa, ajustados a un pH de 5,8 y solidificados
con 8 g/L de agar. Para la multiplicacién de brotes e

induccién de la organogénesis los medios contenian:
1 mg/L 4&cido naftalenoacético con 2 mg/L
benciladenina (medio 1) y 2mg/L de benciladenina
(medio 2) (9), y para la induccién de la embriogénesis
somatica el medio fue suplementado con 1 mg/l de
acido 2,4 diclorofenoxiacético (1). En el proceso de
multiplicacion, a las cuatro semanas de cultivo, se
observo la formacion de brotes y la induccion de callo
organogenico en la base de todos los microesquejes
sembrados (Figura G). En el medio 1 el porcentaje de
explantes con brotes y callo fue del 75% y el nimero
promedio de brotes por explante fue de 2,7. En el
medio 2 el porcentaje de explantes que respondieron
hacia la formacion de brotes y callo fue de 70% vy el
promedio de brotes por explantes fue de 2,52. Se
realizaron cortes anatomicos, comprobandose la
naturaleza de organogénesis indirecta del proceso
(Figura H).

Por otra parte se observé la formacion de embriones
somaticos en estado globular en el 70% de los
cotiledones sembrados, a las siete semanas de cultivo,
y con un promedio de 29 embriones/explante (Figura
). Estudios histolégicos permitieron demostrar que la
embriogénesis somatica, ocurri6 de manera directa,
sin la formacién de callo (Figura J). Para las
subsiguientes etapas de desarrollo, después de 11
semanas, los embriones globulares fueron aislados y
trasladados, individualmente y en grupos, a dos
medios: MS1 (1 mg/l de &cido indolacético y 2 mg/I
de cinetina) y MS2 (0,5 mg/l de A&cido
naftalenoacético y 1 mg/l de benciladenina). En los
medios probados no se observaron las subsecuentes
etapas de desarrollo de los embriones somaticos
globulares, pero se observd, a simple vista y usando
técnicas histoldgicas, la formacion abundante de dos
tipos de callos, en la superficie de los embriones
cultivados en grupos, un callo embriogénico que dio
origegn a mas células embriogénicas, y otro
organogénico del cual se regeneraron brotes (Figura
K).

Figura F. Plantas de H. annuus L. germinadas in vitro, a partir
de semillas



Figura G. Respuesta de los microesquejs en medio 1, con
desarrollo de algunos brotes y callo en la base. H. Corte
anatomico del callo con formacion de tres brotes y su conexion
vascular.

Figura 1. Formacion de embriones somaticos de H. annuus L. en
los segmentos de cotiledones cultivados en 2,4D; a las siete
semanas de cultivo. J. Corte longitudinal del embrién globular,
mostrando la ausencia de conexién vascular con el tejido de
origen (cotiledon).

Figura K. Formacion del callo organogénico sobre la superficie
de los embriones cultivados en MS2, con detalle de los brotes
formados a los tres meses de cultivo.

Propagacion in vitro de una especie forrajera
Leguminoseae: Cassia moschata (Cafafistula)

La familia Leguminoseae-Fabaceae comprende de
aproximadamente 750 géneros, Y esta constituida por
tres subfamilias, Caesalpinioideae, Mimosoideae y
Papilionoideae (10).

Las plantas de Cassia moschata Kunth
(Leguminoseae — Caesalpinioideae) tienen forma de
vida arbustiva en su estado adulto, predominando en
las selvas de galerias, y se encuentran en las riberas
de los rios de los Ilanos Venezolanos. Especie de
interés ecoldgico, debido a su utilizacion como
barrera viva en sistemas agricolas sustentables ya que
sus frutos suplen la escasez de gramineas durante la
estacion de sequia significando una fuente de

alimento para la mega fauna silvestre de la Amazonia
(4). Ademas de inducir cambios en el suelo debido al
suministro de nitrogeno, en aquellos que tienen baja
fertilidad; fijan nitrogeno atmosférico a través de la
asociacion con bacterias de los géneros Rizobium y
los hongos Glomeromycota formando micorrizas
arbusculares que permiten una mejor nutricion
fosforada. En condiciones naturales esta especie dura
180 dias en germinar (2).

El objetivo de esta investigacion fue obtener plantas
in vitro desde semillas de Cassia moschata Kunth
para establecer un banco de germoplasma y disponer
de ellas durante cualquier época del afio. Los frutos
fueron colectados de arboles que crecen naturalmente
en las sabanas neotropicales (Llanos Centrales de
Venezuela, incluyendo Edo. Guérico). Una vez
aisladas las semillas, se procedi6 a desinfectarlas y
escarificarlas, posteriormente, se colocaron en medio
basal de Murashige y Skoog (1962) (6), bajo
condiciones de luz continua y temperatura de 23 + 1
°C (5). A los 5y 21 dias de tratamiento se encontr6
un 20 y 85 % de semillas germinadas de C .moschata,
respectivamente (Figura L y M). En este medio sin
hormonas se formaron callos en la base de las
plantulas (Figura N). Consecutivamente se observo
un incremento significativo en el crecimiento de la
raiz principal ya desarrollada y ramificacion de raices
finas laterales. A los 3 meses de cultivo en medio MS
las plantulas alcanzaron una altura de 6 a 8 cm, con
abundantes hojas; estas se llevaron a la etapa de
aclimatizacion, donde fueron sometidas a inoculacién
con Rhizobium y hongos Glomeromycota (2 mL y 20
g respectivamente), al mismo tiempo (Figura O). A
los 120 dias de tratamiento se observo un incremento
significativo en todos los pardmetros morfomeétricos,
con respecto a aquellas plantas sin inoculacion, lo que
sugiere una respuesta sinérgica de ambos

microorganismos favoreciendo a su sobrevivencia
con respecto al control (Figura P y Q).

Figura. L. Etapa de germinacion a los 5 dias de tratamiento.
M. y 21 dias, con formacion de raices.



Figura N. Estructura del callo de la raiz a los 21 dias de
tratamiento.

Figura P. Cassia moschata inoculada y en etapa de
aclimatizacién y Q. sin inocular (Control).
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