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Conservacion de la Capacidad Caulogénica de Callos de Arachis major (Leguminosae)
durante Prolongados Subcultivos!

ABSTRACT

Anthers with uninuclexted pollen grains of Arachis major
Krap. and Greg. have been cultured on Murashige and Skoog
medium (MS) containing different concentrations of naphta-
leneacetic acid (NAA) and benzyladenine {BAP). The best
medium for callus induction was MS + NAA, ~gp X BAP
3 mg/t. The calluses that have been maintained — without
cultures — for 7 or 9 months in the dark grew slowly, but
di¢ not develop shoots. This occurred when the calluses were
exposed to light. The caulogenetic capacity was maintained
during 15 transferences (24 months of incubation) in MS
+ NAA 2 mgf/l + BADP 0.5 mg/1 medium. The regenerated
shoots transferred to a MS + NAA 1 mg/! kinetin .04 mg/t
medium developed roots.
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COMPENDIO

Anteras de Arachis major Krap, y Greg, conteniendo gra-
nos de polen uninucleados fueron cultivadas en ef medio de
Murashige y Skeog (M5) suplementado con diversas combina-
ciones entre dcido naftalenacético (ANA) y 6-bencilumino
purina {(BAP). £l mejor medio para In induccidn de cailos fue
MS + ANA T mg/l + BAP 3 mg/l Los callos que fueron
mantenidos — sin ser subcultivados — durante 1. 7 6 9 meses
en oscuridad crecieron lentamente pero no diferencizron
vistagos, lo cual ocurre cuande son expuestos a la luz. Sece-
sivos subcultivos de callos en MS + ANA 2 mgft + BAP
0.5 mg/l posibilitan el mantenimiento de la capacidad caulo-
génica ain después de 15 transferencias (24 meses de incuba-
cion). Los vistagos obtenidos fueron enraizados mediznte su
cultivo en MS + ANA 1 mg/l + cinetina 0.04 mg/l

INTRODUCCION

a aplicacion de las técnicas de cultivo in vitro de
protoplastos, células y tejidos, en el fitomejora-
miento, requiere la utilizacién de sistemas que po-
sibiliten la regeneracion de plantas enteras En las le-
guminosas, estos sistemas han sido desarrollados para

Turrialba Vol. 38, No. 3, 1988, pp. 246-249



250 TURRIALBA: VOL 38, NUM. 3, TRIMESTRE JULIO-SETIEMBRE 1988

relativamente pocasespecies (9). En el género Araciis,
varios trabajos informan sobre la obtencion de plantas
in virro de mani, A hypogaea (1,3, 8, 13, 16, 17},
como de algunas especies silvestres de Arachis (1, 7,
13, 14, 17y Sin embargo, en la mayoria de estos
casos. o bien se utilizaron explantos conteniendo es-
tructuras meristereaticas preexistentes (dpices cauli-
nares, embriones) o bien, la regeneracion de plantas
tuvo jugar en callos primarios cuya capacidad caulo-
génica decaydé marcadamente luego de algunos sub-
cultivos.

En este trabajo se informa acerca de un procedi-
miento que permite el mantenimienio de ia capacidad
regeneradora de vdstagos a partir de callos de drachis
major. Existe la necesidad de la exposicion a luz de
tog calios con el objeto de lograr la diferenciacion de
vistagos

MATERIALES Y METODOS

Se trabajo con Arachis major Krap et Greg. Brasil,
MS, 40 km § de Aquidavana {leg. Hammons et a/
559, 2n = 20, que pertenece a la seccion Tetraerec-
toides (4). Las plantas se mantienen cultivadas en
terrenos de la Facultad de Ciencias Agrarias, UNNE
{Corrientes, Argentina); material herborizade de las
mismas pianias estd depositado en el herbario CTES.
Las experiencias fueron iniciadas durante el verano
de los afios 1982 y 1983

Se seleccionaron botones florales cuyas anteras
contenian granos de polen uninucleados. Para su de-
terminacién se empled la técnica descrita por
Mroginski v Fernindez {6) Los botones florales
fueron desinfectados con etanol 70° durante un mi-
nuto, seguido de NaQCl al 20% de la solucion comer-
ciat con 80 g de clore active por dm® (10 min) y
hiego enjuagados tres veces con agua hidestilada esté-

Cuadro 1. Efecto del ANA y BAP en la induccidn de callos
de anteras de Arachis major cultivadas in vitro
durante 45 dias. En todos los casos, se utilizd co-
mo medio M.S,

Reguladoresde  Namero de  Nimero de % de anteras

crecimiento astteras anteras con  gue forman

(mg/1) cultivadas callo callos

ANA BAP

0.01 3 220 14 6.3%

01 3 220 22 10.0

H 3 184 35 190

3 3 08 37 177

2 05 208 35 16.8

*  Las diferencias son significativas. X* = 10.16;p < 0.05

ril. Las anteras fueron cultivadas en tubos de ensayo
{15 % 1.5 cm) de vidrie, conteniendo 5 mi de medio
de cultivo y 4 anteras por tubo. Los tubos {ueron
obturados con g)apel de aluminio e incubados en oscu-
ridad a 25 * 17 C durante 1, 7 6 9 meses, sepun expe-
riencia

Los medios de cultivo consistian de las sales mine-
rales, vitaminas v sacarosa, de acuerdo con Murashige
y Skoog (10), agar al 1% (todos estos componentes
son denominados en adelante MS) y diferentes com-
binaciones entre dcido naftalenacético (ANA) vy
6-bencil amino purina (BAP) que se consignan en el
capitulo de resultados Fl pH de los medios fue ajus-
tado, antes del agregado del agar, a 3, 8 con HCl yfo
con NaOH. Los tubos, conteniendo los medios,
fueron esterilizados en autoclave durante 20 min
a 1 atm Para la induccidn de callos s partir de las an-
teras se culfivaron un minimo de 60 tubos de cada
uno de los medios

Con el objeto de estudiar el efecto de la incuba-
¢idn en oscuridad sobre ia capacidad caulogénica, 10
callos originados en MS -+ ANA 2 mg/l + BAP 0.5
mg/l y 10 callos originados en MS + ANA 3 mg/fl +
BAP 3 mg/1 fueron cultivados, sin ningln subcultivo
a medios frescos, durante uno, siete 0 nueve meses, en
condiciones de oscuridad y a 25 & 1°C Al cabo de di-
chos periodos, los cailos fueron transferidos a frascos
de vidrio conteniendo 20 ml de medio e incubados a
27 £ 1°C. con un fotoperiodo de 16 h (aproximada-
mente, 50 ueinst/m*s suministrados por dos ldimparas
fluorescentes Gro-lux y una limparz fluorescente
“blanco niveo”). En todos los casos, aproximadamen-
te la mitad de los callos fueron transferidos a medio
fresce mientras que la otra mitad, contenida en los
tubos originales, también fue sometida a las mismas
condiciones de fluminacién

En otro experimento, 10 cailos fueron cultivados
en cinco medios diferentes (Cuadro 2) en oscuridad, a
25 # 1°C, durante nueve meses Al cabo de este pe-
ricdo, del total de los callos la mitad se mantuvo en
los medios originales (2) ¥ la otra mitad se transfirid
a medio fresco (b). La mitad de estos callos transferi-
dos se mantuvo sin nuevos subcultivos (¢) y la otra
mitad se volvid a transferir a los 30 dias (d). Este pro-
cedimiente se repitid hasta Iz 15a transferencia
{Fig. 1). En todos los casos, los calios fueron incuba-
dosa 27 = 1°C con un fotoperiodo de 16 h.

RESULTABOS

Después de 15 dias de incubacidn, aparecieron, en
algunas de las anteras cultivadas, pequefias masas ca-
llosas, de consistencia friable y de color blanco amari-
llento que, luego de aproximadamente tres meses de
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Fig. 1. Esquema de transferencias llevadas a cabo en el experimento para probar el mantenimiento de la capacidad de regeneracion de

los callos subcultivados

cultivo, alcanzaban a cubrir enteramente la superficie
En el Cuadro 1 se presentan los resultados obtenidos
a los 45 dras de incubacidn de las anteras en cinco
medios de cultivo, resultantes de la combinzcion en-
tre diferentes concentraciones de ANA y BAP. 5i bien
hubo induccion de callos en todos los medios ensaya-
dos, el mayor porcentaje fue obtenido en MS + ANA
I mg/l + BAP 3 mg/l. No obstante, es de destacar que
en este medio sdlo el 19% de ias anteras incubadas
formaron calios.

Los callos iniciados en MS + ANA 2 mg/l + BAD
0.5 mgfl o en MS + ANA 3 mg/l + BAP 3 mg/l, man-
tenidos en oscuridad durante uno, siete o nueve me-
ses, no mostraron, en general, ninglin signo de dife-
renciacion de vdstagos. Sin embargo, independiente-
mente del lapso en que crecieron en oscuridad.
aproximadamente a los 15 dias de que los callos fue-
ran transferidos a Ia luz (en los dos casos, la mitad
subcultivada a medio fresco o la mitad que permane-
cia en el medio original), presentaron dreas pigmenta-
das de verde. En estas dreas, a partir de los 60 dias de
incubaci6n, se diferenciaron primordios foliares y vis-
tagos (Fig. 2). Este proceso de diferenciacién se ade-
lantd 10 dias en los callos subeultivados a medios
frescos en relacion con los callos que permanecian en
el medio original.

En otro experimento, se comprob6 el efecto de la
compeosicion del medic de cultivo sobre la capacidad
caulogénica de los callos que crecieron durante nueve
meses en oscuridad vy luego fueron sucesivamente sub-
cultivados 15 veces. Los resultados (Cuadro 2) mues-
tran que el mantenimiento de la capacidad caulogéni-
¢z de los callos estd estrechamente relacionada con
las concentraciones de reguladores de crecimiento
empleadas. Al aumentar la concentracién de ANA

con respecto a BAP, se obtuvieron vistagos durante
un mayor numero de transferencias. En los medios
con ANA 0.0 ¥ 0.1 6 1 mg/l en combinacién con
BAP 3 mg/1, se obtuvieron vistagos inicamente hasta
la tercera o cuarta transferencia. Luego, los callos
subcuitivados solamente crecieron —triplicando su vo-
lumen en el término de un mes— pero no regeneraron
vistagos (Fig 3). Estos callos fueron friables y las
dreas verdes desaparecieron progresivamente. En cam-
bio, los callos subcultivados en MS + ANA 3 mg/1 +
BAP 3 mg/] mantuvieron la capacidad de regenerar
vistagos hasta la sexta transferencia, mientras que los
subcultivados en la relacion de ANA: BAP mds alta
(MS + ANA 2 mg/1 + BAP 0.5 mg/1) posibilitaron Ia
regeneracion de vdstagos aun luego de 15 transferen-
cias, lo cual, sumado al periodo inicial de incubacidn
en oscuridad, significa 24 meses a partir del estableci-
miento de los cultivos

En muy pocas ocasiones los callos diferenciaron
simultdneamente vdstagos y raices. Cuando ello ocu-

Fig. 2. Primordios {oliares (i2q.} v caulinares (der.) regenera-
dos en medio MS + ANA 2 mp/l + BAP 0.5 mg/l en
ln 7a. transterencia (X 9.5)
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Cuadro 2. Vistagos® obtenidos en los sucesivos repiques mensuales.

Reguladores en mg/f! Transfereacias mensuales

ANA BAP 1 2 3 4 3 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
001 3 3 2
01 3 5 14 )
i 3 5
3 3 15 25
2 0.5 i5 2 15 27 1 1 7 17 3 11 12 15

* Unicamente fueron considerados los vastagos de mas de 0.5 em de longitud.

ITiG, se originaron en lugares diferentes (Fig. 4). Por
este motivo y con el obieto de obtener plantas, los
vistagos de miés de 5 mm de longitud fueron transfe-
ridos a medios diferentes. De un total de seis medios
ensayados, Ginicamente se consiguié el enraizamiento
de los vistagos en MS + ANA 1 mg/l -+ cinetina
004 mgf/l En este medio, el 11 6% de los vistagos
formd raices a partir de los 30 dias de incubacidn

(Fig. 5).

DISCUSION

La obtencién de plantas, a partir de callos de ante-
ras de Arachis major, comprende tres etapas: 1) in-
duccidn de callos; 2) regeneracién de vdstagos a par-
tir de callos y 3) enraizamiento de los véstagos. En
la primera etapa, si bien se puede conseguir con el
empleo de varias combinaciones entre ANA y BAP,
el porcentaje de anteras que forman catlos es relativa-
mente bajo v en el mejor de los casos (MS + ANA
1 mg/1 + BAP 3 mg/1), alcanzd al 19%. Estos resulta-
dos concuerdan con lo informado para esta especie
por Mroginski y Ferndndez (7) y son similares a los
obtenidos con anteras de A. hypogaen v A villosa

Fig. 3. Callo gue ha perdide la capacidad regenerativa en
medio MS + ANA 3 mg/l + BAP 3 mgfien fa 10a
transferencia

{1), mediante el uso de otros reguladores de creci-
miento

Un agpecto interesante en lo que respecta a la rege-
neracion de vistagos, a partir de callos, es el requeri-
miente de su exposicion a luz. Los callos en oscuridad
crecen lentamente pero la diferenciacion de vistagos,
independientemente de la compoesicién de fos medios
ensayados, es pricticamente nula, inclusive luego de
nueve meses de incubacién La caulogénesis {inica-
mente se hace evidente cuando los callos, mantenidos
en el medio original o subcultivados a medio fresco,

Fig 4 Callo con raices y drcas verdes en medio MS + ANA
3 mg/l + BAP 3 mgft en ks 2z transferencia (X 8.5)
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son expuestos a la luz. Respuestas similares han sido
observadas en el cultivo de hojas inmaduras de 4.
hypogaea (informacion personal de Mroginski, I.Bo,
NE., Corrientes, 1983) y de Pisun sativum (15), como
en especies de Stylosantiles, género que estd estrecha-
mente relacionado con Arachis. Callos de S, hamata
(18) y de S. guyanensis (5), si bien proliferaron mejor
en oscuridad, sélo regeneraron vdstagos al ser expues-
tos a }a luz Aupque fa informacidn existente acerca
del papel de la luz en la organogénesis es adn incom-
pleta, es probable que promueva caulogénesis por sus
efectos sobre los fendmenos morfogénicos v no a
través de la fotosintesis (2, 11, 19).

La caulogénesis, si bien se produce en las mismas
condiciones quimicas que la iniciacion de cailos, es
mas profusa al aumentar la concentracién de ANA y
mds aun si se reduce el nivel de BAP. Asimismo, los
cajlos incubados en estas condiciones conservan la ca-
pacidad caulogénica durante un mayor numero de
transferencias {15 transferencias).

Ef mantenimiento de la capacidad de regeneracién
de vistagos dependeria de las concentraciones relati-
vas de la suxina y la citocinina v no de sus cantidades
absolutas. Probablemente, un nivel de citocinina que
supere determinada relacién con la concentracion de
auxina de callos resuite inhibitoria para la diferencia-
cién yfo ulterior crecimiento de vistagos. Esta rela-
cién se alcanzaria mds ripidamente cuando el aporte
exogeno de zuxinas sea bajo, en refacién con el de ci-
tocininas {medios conteniendo ANA a razon de 0.01
¥ 0.1 mg/1, en combinacion con 3 mg/1 de BAP, pero
se demora a medida que aumenta la concentracidn de
ANA (medijos conteniendo 1 ¥ 3 mg/l de ANA, en
combinacién con 3 mg/! de BAP)}y quizds no se pro-
duzca cuando el contenido de ANA del medio supere
al de BAP (medio con ANA 2 mg/i y BAP 0.5 mg/1.
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