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RESUMEN

El presente trabajo se desarrollé durante los anos 1992-1994 cn
el Centro Experimental de Propagacion Vegetativa, ciudad de La
Plata, Argentina. El objetive del trabajo fue obtener plantas de
Melia azedarach L. tolerantes a baja temperatura mediante la
seleccion in vifro de callos organogénicos. Esta especie liene impor-
tancia en la industria forestal y como fuente de metabolitos secun-
darios con propiedades insecticidas ¥ medicinales. Su sensibilidad a
heladas tardias, originada en su bajo umbral térmico de brotacidn,
obstaculiza la extensién de su cultivo. Se utilizé la metodologia
general de cultivo de tejidos in vitro aplicando presion de seleccidn
a estrés abidtico sobre callus. Se ajusté un protocolo eficiente de
regeneracién de plantas via organogéncsis indirecta. Se obtuvo una
sobrevivencia de 45 % de los callos sometidos a baja femperatura,
con una tasa de regeneracién de 1 a 5 brotes cada 250 mg de callo.
Las plantas completas presentaron 85 % de sobrevivencia en condi-
ciones de invernadero. El dcida giberélico demostré tener gran
influencia en la formacién de meristemoides en callos de esta espe-
cie. En conclusién, la seleccién de plantas tolerantes a baja tempe-
ratura a través del cultivo de tejidos in vitro se presenta como
alternativa promisoria para complementar programas de mejora-
miento de especies forestales.

Palabras clave adicionales: Meliu azedarach L., seleccién in virro,
micropropagacion, organogénesis indirecta, estrés abidtico, dcido
giberélico

SUMMARY

This work was developed from 1992 to 1994 at the Vegetative
Propagation Experimental Centre, La Plata City, Argentina. Our
aim was o get Melia azedarach plants tolerant to low temperatures
through the in vitro selection of organogenic calli. This species is
important in forest industry and as a source of secondary metabo-
lites with insecticide and medicinal properties. Its sensivity to late
frosts, originated in its low thermal threshhold for shooting, makes
difficult its extensive culture. The general (issue culture in vitro
methodology was used applying selection pressure to abiotic stress
from organogenic calli. An efficient method to obtain whole plants
through indirect organogenesis was developed. About 45 % of calli
under low temperature survived with a regeneration rate of 1 to S
shoots every 250 mg of callus. The whole plants presented an 85 %
suryival under greenhouse conditions. Giberellic acid has proved to
have great influence in meristemoid formation in calli of this tree,
In conclusion, the sclection of plants tolerant to low temperature
through the in vitro tissue culture is a promising alternative to
complement improvement programs in forest species.
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INTRODUCCION

La temperatura es uno de los principales factores am-
bientales que limitan la distribucion de las plantas v su
productividad. Cada especie tiene un rango de (empera-
tura Optimo que generalmente es estrecho. Las plantas
tropicales y subtropicales exhiben una marcada disfun
cidn fisiolégica cuando son expuestas a bajas temperatu-
ras de alrededor de 10a 12 °C. Esta disfuncién se deno-
mina dano por heladas, y cs una limitante para el cultivo
de ciertas especies de importancia fuera de regiones
tropicales o subtropicales. Tedricamente la supervivencia
de las plantas a bajas temperaturas puede ser incrementa-
da modificando tanto las condiciones del ambiente donde
crece, como modificando al propio individuo. La prime-
ra opcién es muy costosa y generalmente imposible,
principalmente en especies forestales. La modificacion
genética de plantas para que se adapten a ambientes des-
favorables es mas factible y menos costosa.

La habilidad de las plantas para crecer con estrés pro-
vocado por baja temperatura es un caracter cualitativo
complejo. Esto ha limitado el progreso en el desarrollo
de cultivos tolerantes a frio y congelamiento por métodos
convencionales de mejoramiento. El cultivo de tejidos in
vitro ha sido reconocido como herramienta 1til para la
obtencion de plantas que se adapten mejor a condiciones
desfavorables o de estrés (Blando y Caboni, 1995). Las
técnicas de seleccion in vitro por medio de agentes selec-
tivos adecuados (medios de presion de seleccién), permi-
ten el crecimiento preferencial de variantes y facilitan la
seleccién de un gran nimero de células en menor tiempo
y cspacio. Asi mismo, se puede simular in vitro un am-
biente desfavorable y cultivar células en tales condicio-
nes. Las que muestren crecimiento, pueden tener caracte-
risticas de tolerancia a tal adversidad. De estas células se
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pueden regenerar plantas completas y estudiar su com-
portamiento en ¢l ambiente que inicialmente se habia
simulado (Villalobos, 1989).

Con relacion a la seleccion de variantes, ésta puede ser
de dos tipos. negativa o positiva (Perez Molphe et al.,
1999). En la scleccion positiva se busca aplicar una pre-
sion de seleceién que permita la sobrevivencia dnicamen-
tc de las variantes deseadas. Muchos de los trabajos de
aislamiento de variantes realizados hasta ahora son resul-
tado de la aplicacion de esta metodologia (Maliga, 1980).
La seleccién puede realizarse en cultivo de células o en
cultivo de callos. En este tltimo caso, la presién de se-
leceion se impone sobre piezas de tejido poco diferencia-
do (Gengenbach er al., 1975). Esta metodologia se ha
aplicado en los Gltimos afos para complementar el mejo-
ramiento tradicional, obteniéndose buenos resultados en
algunas especies (Blando y Caboni, 1993).

Melia azedarach L. (Fam. Meliaccae) es un arbol
subtropical multipropésito originario de Asia, resistente
al ataque de hormigas. Posee diferentes principios acti-
vos, como limonoides, considerados de interés por su
actividad insecticida (Nakatani er al., 1994). Ademds es
utilizado en medicina popular, principalmente como
antihelmintico (Youngken, 1951). Estd muy difundida en
el mundo y sc utiliza tanto en sistemas agro-silvo-
pastoriles como en plantaciones forestales y en el arbola-
do de calles v parques de los centros urbanos. Esta espe-
cie  ha adquirido importancia forestal, pero su sensibili-
dad a heladas tardfas, originada en su bajo umbral térmi-
co de brotacion, obstaculiza la extension de su cultivo
(Abedini er al., 1991). Para resolver cste problema, se
planted como objetivo obtener plantas de Melia azeda-
rach L. tolerantes a bajas temperaturas mediante la selec-
cidn in vitro de callos organogénicos.

MATERIALES Y METODOS
Acondicionamiento de los explantos

Se utilizaron como fuente de explantes semillas prove-
nientes de arboles de 10 a 12 afos de edad que crecen en
el Arboretumn de la Facullad de Ciencias Agrarias y Fo-
restales de La Plata, situado a 34" 55’ LS, 57°57' LWy
5 m.s.n.m. Las mismas fueron desinfectadas con hipo-
clorito de sodio comercial 20 % (8 g de cloro activo por
litro de agua) durante | hora con agitacion. Se enjuaga-
ron con agua destilada estéril y se hicieron germinar en
vermiculita en condiciones ambientales controladas (22
°C y 16 horas luz). Las plantulas de aproximadamente 15
dfas, con 4 a 10 cm de alwra, fueron desprovistas de la
radicula y los cotiledones, y se seccionaron en segmentos
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de 1 cm. Estos explantes (epi ¢ hipocétilo) fueron desin-
fectados con fungicida (Kptan, 1500 mg/L) durante 30
minutos, hipoclorito de sodio 20 % con gotas de Tween
20 durante 10 minutos; finalmente se lavaron con solu-
cién de antibidtico Cloranfenicol (1 g cada 50 mL de
agua destilada estéril).

Ensayos preliminares para la optimizacion de un pro-
tocolo de induccion de callos organogénicos

Los explantes se colocaron en diferentes medios de
cultivo para inducir la formacién de callo. Se probaron
los medios basales de Greeshoff y Doy (1972) (GD):
Murashige y Skoog (1962) (MS): Quoirin y Lepoivre
(1977) (QL), v de Fossard (1977). Estos medios s¢ su-
plementaron con diferentes complejos vitaminicos: Jac-
quiot (1959), de Fossard (1977), GD (1972) y MS
(1962). Se utilizaron distintos reguladores de crecimiento
(PGR) sélos o en varias combinaciones: dcido naltalena-
cético (ANA), acido indolbutirico (IBA), icido 2,4 diclo-
fenoxiacético (2,4-D), bencilaminopurina (BAP), cinetina
(Kin), y 4cido giberélico (AG;), en concentraciones de
0.01 mg/L a 10 mg/L. Como fuente de carbono se utilizd
sacarosa (SIGMA), 5 a 40 g/L y como agente gelificante
Difco Bacto Agar (6 a 8 g/I.) o Gelrite (3.5 g/L). El pll
de los medios fue ajustado a 6 y se esterilizaron en auto-
clave a 120 °C durante 20 minutos a | atmodstera de pre-
sion. Se colocaron en [rascos Erlenmeyer de 125 mL
conteniendo 50 mL de medio de cultivo cada uno. Las
condiciones ambientales de cultivo fueron de 21 °C +/- 2
°C, con un fotoperiodo de 16 horas de luz y una irradian-
cia de 60 pgmol m? s, Los experimentos se realizaron
con un disefio completamente al azar con cinco repeticio-
nes; se tomo6 como unidad experimental a cada frasco
Erlenmeyer con cuatro explantos homogéneos. En cada
tratamiento se fue variando un sélo factor. Primero se
probaron los macro y micronutientes; luego la concentra-
cién de sacarosa; en el paso siguiente los reguladores de
crecimiento, y por ultimo las vitaminas (Cuadro 1). La
eficiencia de cada tratamiento se evalué mediante la
medicion del incremento de peso fresco de callos, necro-
sis y neoformacién de estructuras (brotes y raices).

Seleccion con baja temperatura

Callos organogénicos obtenidos en el medio para in
duccién (MIC) (Cuadro 2) fueron colocados a 4 °C y a
21 °C (testigo) en condiciones de oscuridad durante 30
dias. Se utilizaron 50 callos para cada tratamiento, cuatro
por frasco Erlenmeyer. Los callos no necrosados o con
regiones en activo crecimiento fueron transferidos de a
uno, a un medio de proliferacién de brotes, MPB (Cua-
dro 2), en las mismas condiciones ambientales utilizadas
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para la induccion de callos, Se cuantificaron la cantidad
de brotes originados en cada callo por tratamiento y se
realizaron observaciones macro y microscopicas.

Obtencién de plantas completas

Los brotes obtenidos luego del tratamiento con frio y
del tratamiento testigo, fueron colocados en medios de
enraizamiento (Cuadros 1 y 2). Las plantas sc fraspasa-
ron a frascos con vermiculita estéril cubiertas con polieti-
leno y se regaron con fungicida (Benlate 1500 mg/L). Se
colocaron en condiciones de cultivo controladas (21°C y
16 horas luz). A los 30 dias [ueron desprovistas de la
cubierta de polietileno y se llevaron a invernadero con
riego por neblina.

Procedimiento para el analisis de callos

Se realizaron analisis macroscopicos de los callos,
considerando los siguientes aspectos: [riabilidad, com-
pactacion, estructuras diferenciadas (rafces, hojas, bro-
tes), color, tamafio, crecimiento y tipos celulares. Se
realizaron cortes con microtomo a mano alzada en dife-
rentes zonas del mismo callo (superficie y centro) y dis-
gregados en agua (squash).

Se tinieron con salranina y lugol, para ser observados
en lupa estereoscopica (Gemalux) y microscopio Gptico
(Iroscope Mod. Mx-T). Se tomaron fotografias con una
cdmara Seagull DF-300x.

RESULTADOS

Ensayos preliminares

Los ensayos preliminarcs demostraron que el mejor
medio de cultivo para la induccién de callos en esta espe-
cie es el GD adicionado con vitaminas de Jacquiot (datos
no presentados). Varios de los medios ensayados origi-
nan callos con distinto aspecto y color, dependiendo
[undamentalmente del tipo y concentracién de regulado-
res de crecimiento (PGR) utilizados. Sc observo que en
medios suplementados con 3 mg/L. de ANA y 1 mg/L de
BAP se forman callos de color blanco y vitreos (Figura
1); éstos son muy disgregables y estan compuestos por
células alargadas, transparentes, dispuestas en forma
ordenada, sin diferenciacién tisular (Figura 2). En me-
dios con baja concentracion de reguladores de crecimien-
(o (rangos de 0.01 a 0.1 mg/L) aparecen callos compac-
tos de color marrdn, con crecimiento limitado, formados
por células pequenas, isodiamétricas y con contenido
oscuro. En ¢l medio de cultive MIC (Cuadro 2) que
contiene AG; se originaron callos organogénicos (Figura
3). En este mismo medio de cultivo, pero sin la adicion
de AGs;, los callos formados no tienen capacidad organo-
génica. Estos callos fueron de color amarillo-verdoso con
aspecto globular, activo crecimiento y faciles de seccio-
nar, Pueden alcanzar gran tamano y al microscopio sc
observan distintos tipos celulares: células grandes con
gran cantidad de granos de almidén, células alargadas v
divididas, y células muy pequeiias con citoplasma denso,
que se organizan en meristemoides donde comienza la
diferenciacion de tejido de conduccion.

Cuadro 1. Ensayos preliminares: componentes agregados en los diferentes medios de cultivo.

Medio de cultive

Componentes

Respuesta buscada

Induccion de callos Proliferacion de brotes Rizogénesis
Medio hasal GD, QL., MS, MS/2 y GD
(IMACTO y MicTonutrientes) GD y MS de Fossard

Fuente de carbono Sacarosa (10 a 30 g/L)
Agar (8 g/L)

Gelrite (3.5 g/L)

ANA (0.001 a 6 mg/L)
2.4-D (1 a2 mg/L)
BAP (0.01 a2 mg/L)
AG; (3a5mglL)
GD, QL y Jacquoit

Gelificante

Reguladores de crecimiento

Vitaminas

Sacarosa (5 a 20 g/L)
Agar (7 g/L)

Kin  (2a5mg/L)
BAP (0.01 a 5 mg/l)

Jacquiot, de Fossard, GD,

MS y QL

Sacarosa (20 g/L)
Agar (7 g/L)

IBA (0.5 a 2 mg/L)

Jacquiot
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Figura 1. Callo no organogénico formado en una medio de cultivo con Figura 2. Detalle microscépico de callo no organogénico.
Img/L de ANA y 1 mg/L de BAP.

Figura 3. Callo organogénico originado en un medio de cultivo con 3 Figura 4. Detalle microscopico de callo organogénico. Formacion de
mg/L de ANA, 1 mg/L de BAP v 5 mg/L de AG'. meristemaide.

2

Figura 5. Brotes originados en callos cultivados a 21 °C. Figura 6. Brotes originados en callos cultivados 4 °C.
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Induccion de callos organogénicos
v proliferacion de brotes

Los medios de cultivo optimos para la induccion de
callos organogénicos (MIC) y para la formacion de bro-
tes (MPB) se muestran en el Cuadro 2. El mayor niimero
de brotes por callo se obtuvo con 4 mg/L de Kin (un
promedio de 20 brotes cada 250 mg de callo) en el (ér-
mino de 30 dias. Los brotes originados son normales, y
elongan en el mismo medio de cultivo. El agregado de
AG; en este medio provoca la necrosis de las estructuras
formadas. El uso de BAP cn lugar de Kin da origen a
brotes anormales y vitrificados.

Tratamiento con frio

La sobrevivencia de los callos a 4 'C fue de 45 %. La
baja temperatura induce necrosis celular en determinadas
regiones de los callos organogénicos que sobrevivieron.
Las porciones de callo que conservan activo crecimiento
celular, originaron brotes cuando se subcultivan a MPB
en condiciones ambientales controladas (21 °C, 16 h
luz).

La cantidad de brotes originada por callo tratado con
[rio (1 a 5 brotes por 250 mg de callo, en promedio) [ue
menor (Figura 6) en comparacion con los originados bajo
condiciones normales de temperatura (Figura 5). Esto
concuerda con Ias observaciones microscopicas. ya que
en los callos sometidos a frio se observo una menor can-
tidad de meristemoides (Figura 4) que en los callos del
tratamiento testigo (Figura 6).

Enraizamicnto y aclimatacion de
las plantas completas

El medio de enraizamiento éptimo para esta especie se
muestra en el Cuadro 2. La neoformacion de raices se
produce a partir del callo (Figura 7) o cuando los brotes
son separados del mismo, observandose nueva formacion
de callo en la base. Las raices son normales, con prolife-
racion de pelos radiculares. El tiempo total para obtener
plantas completas via organogénesis indirecta s¢ muestra
en el Diagrama 1. Se obtuvo 85% de sobrevivencia de
las plantas transferidas a invernadero (Figura 8). El
comportamiento en campo de las mismas estd siendo
evaluado.

Cuadro 2. Medios de cultivo dptimos para inducir organogenésis indirecta somatica indirecta en Melia azedarach L.

Denominacion Medio basal’ Reguladores de crecimiento  Agar (g/L) Sacarosa (g/L)
Induccion de GD ANA 3mg/L 6.5 30

callos BAP | mg/L

MIC AG; 5 mg/L

Proliferacion de brotes GD Kin 4 mg/L 7 10

MPB

Enraizamicnto MS/2 IBA 2 mg/L 7 20

MR

Mantenimiento de callos GD Sin 7 30

MM

* Todos los medios fueron adicionados con vitaminas de Jacquiot (1959)

Diagrama 1. Diagrama de flujo para la obtencion de plantas de Melia azedarach por organogénesis indirecta. Se indica el momenio en que s¢ aplice el

estrés abiotico para obtener resistencia a baja temperatura.

Pléﬂmla

Medio de induccion de callo (auxinas ~citocininas + giberelinas)

Frio (4 "C, 30 dias)

Ty

.

7-30 dias|

Medio de induccion de brotes (citocininas)

Medio de enraizamiento ( auxinas)

B30 dias|

Planta completa

Invernadero

Campo
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Figura 7. Planta completa de melia azedarach originada en callos
sometidos a baja temperatura.

Figura 8 Plantas de Melia aredarach originadas en callos sometidos a
bajas temperaturas en proceso de rusticacion en invernadero

DISCUSION

Se ajustd un protocolo eficiente de multiplicacion de
Melia azedarach L. mediante organogénesis indirecta. El
trabajo realizado con callos de esta especic para toleran-
cia a baja temperatura a nivel celular ha permitido
regenerar plantas con un grado de sobrevivencia alto. Es
importante destacar que el fenotipo de los callos obteni-
dos en los diferentes medios de cultivo es un indicador
de la capacidad organogénica de los mismos. Callos
vitreos y muy friables no tienen capacidad organogénica;
los callos organogénicos son de color marrén-verdoso y
compactos en su interior, con un gran nimero de meris-
temoides.

Los diferentes reguladores de crecimiento tienen mar-
cado efecto sobre el cultivo de tejidos. El rol de las cito-
cininas en el proceso de vitrificacion ha sido ya mencio
nado por Debergh (1984). Leshem et al. (1988) sugieren
que la vitrificacién es una reaccion de los brotes a un
exceso de citocininas. En este trabajo la concentracion no
fue ¢l factor determinante, sino el tipo de citocinina. El
acido giberélico juega un papel importante en la forma-
cion de meristemos de esta especie, ya que en los medios
de cultivo sin este regulador del crecimiento se originan
callos sin capacidad organogénica. La elongacién de
estos brotes en MPB se produce sin el agregado de AG;,
posiblemente por el balance endogeno de este regulador
de crecimiento adicionado en el medio de induccién.

Las giberelinas inhiben la diferenciacion de brotes en
tabaco (Murashige, 1961, 1964; Thorpe and Murashige,
1970), Plumbago (Nitsch and Nitsch, 1967), Begonia
(Heide, 1969) y arroz (Maeda, 1978). En tabaco, la
exposicién de callos en diferenciacion a AG, en oscuri-
dad por un periodo corto de 30-60 minutos, reduce la
diferenciacion de yemas (Thorpe y Meier, 1973) y luego
de 48 h de tratamiento con AG;no aparecen meristemoi-
des ni brotes (Thorpe y Meier, 1973, 1975). Las gibere-
linas parecen ser mas efectivas en el estado de formacion
de meristemoides. Una vez que los primordios de brotes
se han formado, el AG; no inhibe su posterior desarrollo
en tabaco. Una inhibicién completa por AG, ocurre so-
lamente en la oscuridad (Thorpe y Meier, 1973). Thorpe
(1978) sugiere que la inhibicion por giberelinas exdgenas
se debe probablemente a que los tejidos sintetizan estas
hormonas en cantidades 6ptimas para el proceso de orga-
nogénesis. De acuerdo con esta leoria, en Chrisanlemun
(Earle y Langhans, 1974) y Arabidopsis (Negrutiu et al.,
1978), donde la adicién de giberelinas promueve la bro-
tacion, el nivel endogeno de esta hormona debe ser sub-
optimo. En correspondencia con esto, es probable que en
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Melia el AG; se encuentre en niveles suboptimos y por
ello induce la formacidn de brotes.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran
que la haja temperatura provocd necrosis de callos com-
pletos o alguna de sus partes. Segin Ogolevets (1976),
aparentemente la edad del tejido afecta su sensibilidad a
las bajas lemperaturas. Es asi como los tejidos jovenes
son mds resistentes, no solo debido a la acumulacién de
sustancias protectivas sino también como resultado de un
estado especial del citoplasma. En este trabajo se utliliza-
ron tejidos juveniles como explante. Por otro lado, es
evidente que la necrosis se debe a dafos provocados por
la baja temperatura. Se ha reportado que la disfuncién de
la membrana celular a bajas temperaturas esti relaciona-
da con los danos por heladas en plantas de tomate (Du-
Pont F., 1985). Breindenbach y Waring (1977) reporta-
ron que las células de tomate mantenidas por debajo de
10 °C durante 6 dias se lornan marrones y mucren, y
este amarronamiento y mortandad aumenta en la medida
que la temperatura baja. Esto mismo ocurre con los ca-
llos organogénicos de Meclia. Es posible también que
algunas lesiones aparecidas cuando la temperatura es
muy baja se produzcan por la activacion de una o mds
enzimas (Langridge, 1962).

Es importante remarcar que el pasaje por el estadio de
callo es necesario para que se produzca un proceso de
desdiferenciacion en el tejido de los explantes utilizados
Esto posibilita la produccién de variantes en las células
(Evans, 1989). Las c€lulas dentro de una pieza de callo
no estan uniformemente expuestas al agente de seleccién
pues no todas estin en coniacto con ¢l medio de cultivo o
el medio ambiente, ademds estdn en contacto directo
unas con otras, lo que permitiria un intercambio de sus-
tancias y promoveria el escape del agente de seleccidn,
Ademds, las  células de fenotipo deseado que puedan
existir en el callo pueden no ser ficilmente detectadas si
estan fisicamente rodeadas por células sin crecimiento.
Entonces, no solo existen células menos probables de ser
detectadas con la seleccién de callos, sino que los secto-
res que sobreviven estdn probablemente constituidos por
una mezcla de poblaciones celulares que incluyen mucho

mas que un simple escape de la presion de seleccin. Por ello no
es posible afirmar que se han producido variantes en los callos selec-
cionados.

El cultivo de callos hace posible cambiar las condicio-
nes ambientales y regular el crecimiento con el objeto de
obtener diferenciacion. Esto darfa solamente una idea de
la resistencia a baja temperatura de las estructuras origi-
nadas.
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Los resultados de estc trabajo indican que es posible
efectuar una seleccién in vitro para tolerancia a frio
en Melia azedarach, utilizando la variabilidad producida
en ¢l cultivo de callos y la consiguiente regeneracion de
plantas. Los datos obtenidos representan una primera
aproximacion sobre la posibilidad de obtener plantas
resistentes a bajas temperaturas. Son necesarias pruebas
ulteriores para confirmar estos datos. La seleccidn in
vitro puede ser una alternativa de integracion al mejora
miento genético clasico para esta especie. En todos los
casos, variantes putativas identificadas en el cultivo in
vitro necesitan de otras pruebas a nivel de planta regene-
rada y, ademds, es necesario un trabajo més extenso para
identificar las bases genéticas del proceso de variacion.
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