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ABSTRACT: Somatic embryogenesis is the process where cells acquire somatic embryogenic competence under specific
conditions and interesting tool for clonal propagation. The auxinic herbicide picloram is used as a growth regulator in the
induction of callus formation.The "tipa colorada" (Pterogyne nitens) is a legume that belongs to a monospecific genus and is
seriously threatened, making it a priority to develop protocols that will produce regeneration of elite material in quantity and
quality . This study aimed to evaluate the effect of picloram in the induction of somatic embryogenesis in "tipa colorada", for
which the Murashige and Skoog medium was used at 100 % of its salt formulation, supplemented with five concentrations of
Picloram (0.82; 1.65; 2.48; 3.31 and 4.14μM). At 30 days, color, callus consistency and percent callus formation was
evaluated. Character embryogenic callus was determined by microscopic analysis It was possible to induce a 93.78 and 95.22
% of embryogenic callus creamy color, with picloram at concentrations of 3.31μM and 4.14μM respectively.

KEYWORDS: Pterogyne, picloram, embryogenesis, forestry, legume.

RESUMEN: La embriogénesis somática es el proceso donde las células somáticas adquieren competencia embriogénica bajo
condiciones específicas y constituye una herramienta de interés para la propagación clonal. El picloram es un herbicida
auxínico utilizado como un regulador de crecimiento en la inducción de callogénesis. La “tipa colorada” (Pterogyne nitens) es
una leguminosa que pertenece a un género monoespecífico y se encuentra seriamente amenazada; por lo que es prioritario
desarrollar protocolos de regeneración que permitan la obtención de material élite en cantidad y en calidad. El presente
trabajo tuvo como finalidad evaluar el efecto del picloram en la inducción de embriogénesis somática en "tipa colorada",
para lo cual se utilizó el medio de cultivo de Murashige y Skoog al 100% de su formulación salina, suplementado con cinco
concentraciones de Picloram (0.82; 1.65; 2.48; 3.31 y 4.14µM). A los 30 días, se evaluó coloración, consistencia del callo y el
porcentaje de formación de callos. El carácter embriogénico de los callos fue determinado mediante análisis microscópico. Se
logro inducir un 93,78 y 95,22 % de callos embriogénicos de coloración cremosa, con picloram en concentraciones de 3.31
µM y 4.14µM respectivamente.

PALABRAS-CLAVE: Pterogyne, picloram, embriogenesis, forestal, leguminosa.
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1 INTRODUCCIÓN

El marco teórico y la experimentación dentro de la biotecnología vegetal, derivan del concepto de totipotencia celular,
abordado por [1] y [2], quienes reconocen a la célula como la unidad primaria de todos los organismos vivos [3], [4]. El
carácter totipotente de las células, permite que cualquier célula diferenciada que conserve su núcleo tenga la capacidad de
regenerar una nueva planta por vía organogénica o embriogénesis somática (ES) [5], [6]. La ES es el proceso donde las células
somáticas adquieren competencia embriogénica bajo condiciones específicas. En estas células se producen cambios
morfológicos, fisiológicos, moleculares y bioquímicos que finalmente conducen a la formación del embrión somático. Se
conocen dos tipos de ES, la ES directa y la indirecta. La ES directa se caracteriza por la inducción de embriones somáticos
directamente de células sin la proliferación de callos, mientras que en la ES indirecta, los embriones somáticos se desarrollan
a partir de callos embriogénicos friables [7], [8], [9]. La ES constituye una herramienta de interés para la propagación clonal,
la producción de semillas sintéticas, la ingeniería genética y los programas de mejoramiento genéticos de las especies
cultivadas [10], [11].

El tipo y el estado fisiológico del explanto y el tipo y la concentración de los reguladores de crecimiento utilizados
constituyen uno de los tantos factores que determinan la adquisición de la competencia embriogénica de las células cultivada
in vitro.

El ácido 4-amino-3,5,6-trichloropicolínico, conocido como picloram (Pic), es un herbicida auxínico del grupo de las
piridinas, que posee propiedades similares a las auxinas naturales [12] y que se utiliza en bajas concentraciones como un
regulador de crecimiento. Este compuesto es eficaz como inductor de la proliferación celular en el tejido y en el cultivo de
células [13], [14], [15] [16].

La “tipa colorada” (Pterogyne nitens) pertenece al género Pterogyne, familia Fabaceae, subfamilia Caesalpinoideae. Su
área de distribución geográfica abarca los países de Bolivia, Brasil, Paraguay, Uruguay y Argentina. Es un árbol que crece en
ambientes húmedos y alcanza los 25 m de altura, esta especie de gran calidad maderera, es apta para ser utilizada en planes
de forestación, reforestación o enriquecimiento de los bosques naturales del noroeste argentino, que han sufrido intensas
explotaciones [17] [18]. En Brasil, la madera de P. nitens es utilizada en forma indiscriminada para la construcción civil. En
consecuencia, por tratarse de un género monoespecífico, esta leguminosa se encuentra seriamente amenazada de extinción
[19] [20]. Debido a la importancia económica, de conservación y difusión de esta especie es prioritario desarrollar protocolos
de regeneración que permitan la obtención de material élite en cantidad y en calidad.

La embriogénesis somática ha sido reportada en varias especies, Pinus pinea [21]; Quercus rubra [22]; Acrocomia aculeata
[23]; Eucalyptus [24]; Cupresssus sempervirens [25]; Melia azedarach [26]; Erythrina crista-galli, Acacia caven, Parkinsonia
aculeata, Gleditsia amorphoides, Sesbania punicea [27]; Araucaria angustifolia [28], etc. No se encontraron estudios que
informen su aplicación en tipa colorada.

El presente trabajo tuvo como finalidad evaluar picloram en la inducción de embriogénesis somática en Pterogyne nitens
Tul. "tipa colorada".

2 METODOLOGÍA

2.1 MATERIAL VEGETAL Y DESINFECCIÓN

Para los distintos experimentos se emplearon frutos recolectados de la localidad de Orán (Salta, Argentina, 23°08´S
64°20´O) en el año 2012. Las semillas se extrajeron de frutos maduros, se desinfectaron mediante lavado en una solución de
detergente y agua en agitación a una velocidad de 250 rpm durante 30 minutos, se enjuagaron con agua corriente. La
desinfección superficial se completó en condiciones de asepsia, en cámara de flujo laminar, mediante el empleo de una
solución de alcohol etílico al 70 % (v/v), durante 2 minutos, seguida de una solución de hipoclorito de sodio (NaOCl) al 10%
(p/v) con el agregado de tres gotas de Tween 20® por litro de solución durante 10 minutos. Posteriormente, se enjuagó cinco
veces con agua destilada estéril. Las semillas desinfectadas fueron incubadas en el medio de cultivo de Murashige y Skoog
[29] (MS) al 50% de su concentración salina (MS50), solidificado con 5 g/L de agar (Sigma ®), suplementado con 0,1 g/L de
myo-inositol, vitaminas de MS y 30 g/L de sacarosa. El pH se ajustó a 7 antes del autoclavado y el medio se esterilizó en
autoclave a 15 libras de presión (PSi) a 121ºC, durante 20 minutos.

A partir de plántulas obtenidas por germinación in vitro se seccionaron hojas cotiledonares, fuente de explantos en los
ensayos realizados en el presente trabajo.
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2.2 INDUCCIÓN DE CALLOS Y PROEMBRIONES SOMÁTICOS

Para la inducción de callos se utilizó el medio de cultivo de Murashige y Skoog [29] al 100% de su formulación salina,
solidificado con 2 g/L de Phytagel (Sigma ®), suplementado con 0,1 g/L de myo-inositol, 0,5 g/L de caseína hidrolizada (Sigma
®) y 30 g/L de sacarosa (Neolab ®). El medio de cultivo se suplementó con cinco concentraciones de Picloram (ácido 4-amino-
3,5,6-tricloropicolínico, Sigma® (Pic)), 0.82; 1.65; 2.48; 3.31 y 4.14µM. Además se contó con un tratamiento testigo sin Pic.

Las condiciones de pH y esterilización fueron las mismas que las descriptas para la siembra de semillas in vitro. No se
realizó desinfección de explantos, por provenir de condiciones asépticas. En cada unidad experimental se sembraron 6
explantos de 5 mm2 de hoja cotiledonar. Los cultivos se incubaron en cámara de cría en oscuridad a 25±2 ºC y se repicaron en
los mismos medios cada 20 días.

A los 30 días, se evaluó la coloración del callo (blanco, blanco cremoso y marrón claro), la consistencia del callo
(compacto, esponjoso, friable y friable nodular) y el porcentaje (%) de formación de callos. Se empleó un diseño
completamente aleatorizado (DCA), con tres repeticiones. El análisis de la varianza se realizó con el programa Infostat [30], la
prueba de Tukey (p≤ 0.05) se usó para comparar las medias del porcentaje de formación de callos.

2.3 ESTUDIOS MICROSCÓPICOS

El carácter embriogénico de los callos fue determinado mediante análisis microscópico. Las muestras tomadas para
microscopía electrónica fueron fijadas en FAA (35% paraformaldehido, acido acético glacial - 70% etanol (1:1:9)(v/v/v) y
deshidratadas, se les realizó secado por punto crítico CO2 y fueron metalizadas con oro. Las observaciones y fotografías se
realizaron con microscopio electrónico de barrido (MEB) JEOL modelo JSM 5480 LV perteneciente al Laboratorio de
Microscopía Electrónica de Barrido de la Universidad Nacional de Salta (LASEM).

3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En el presente trabajo la formación de callo a partir de segmentos cotiledonares se observó después de 30 días de cultivo
en los medios de inducción que contienen Pic, que es coherente con lo registrado en la ES de otras especies como embriones
de maíz [31], [32], yuca [33], Coffea canephora var. robusta [34], Cedrela fissilis, Cinnamomum pauciflorum [35] y Musa spp.
[36]. La adición de Pic en los medios de cultivos promovió la inducción de callo en explantos cotiledonares de "tipa colorada".
Wahby [37], expresa que las auxinas tienen acción sobre la elongación celular, expansión de los tejidos, división celular
(formación de callo) y formación de raíces adventicias. En otras especies como Phyla nodiflora, el Pic debe ser combinado con
otras auxinas como 2,4-D para inducir la formación de callos embriogénicos [36].

La adquisición de la capacidad embriogénica de los callos puede estar relacionada con el establecimiento de un balance
específico entre diferentes hormonas de tipo endógenas, la adición de Pic incrementó la capacidad de desarrollo
embriogénico. Esto se puede atribuir a la presencia de células meristemáticas en el explante utilizado. La evaluación del
comportamiento de las variables coloración, consistencia del callo y porcentaje de formación de callos (Tabla 1), sugiere la
existencia de una acentuada diferencia del efecto concentración de Pic, sobresaliendo los tratamientos suplementados en
concentraciones de 4.14µM y 3.31 µM. El Pic promovió la inducción de callos de forma directamente proporcional conforme
se incrementó la dosis. Alcanzó el máximo porcentaje de inducción (95.22 %) con 4.14µM μM, después de 4 semanas de
cultivo. Similares observaciones fueron presentadas en Heliconia [36].

Tabla 1: Influencia de las diferentes concentraciones de Pic sobre las variables cuali y cuantitativas (B: blanco, BC: blanco cremoso, MC:
marrón claro, C: compacto, E: esponjoso, F: friable, FN: friable nodular)

Denominación de los
tratamiento : Concentración Pic

Coloración Consistencia % de formación de callos

P1: 0.82 µM B C 86,89 c
P2: 1.65 µM B con MC E 69,22 a
P3: 2.48 µM BC F- FN 76,78 b
P4: 3.31 µM BC FN 93,78 d
P5: 4.14 µM BC FN 95,22 d

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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En los callos friables, friables-nodulares y de color blanco cremoso se observaron regiones embriogénicas y no
embriogénicas (Fig. 1). En especies del género Allium el empleo de Pic generó callos altamente friables y de coloración
cremosa, características que están asociadas a una mayor capacidad de regeneración de plantas [16].

Figura 1: A) Apariencia y consistencia de callos friables inducidos con Pic 2.48 µM , B) Detalle de región embriogénica de callos friables-
nodulares y de color blanco cremoso.

La región embriogénica está compuesta por células meristemáticas, isodiamétricas con citoplasma denso, pared celular
delgada, con intensa actividad metabólica (gran cantidad de granos de almidón) (Fig. 2A). Las células alargadas son típicas de
regiones no embriogénicas (Fig. 2B). Similares observaciones fueron informadas en ES de maíz [4].

Figura 2: A) Tipo de células de región embriogénica en tratamientos con Pic a 4.14µM, con presencia de granos de almidón, B) Células
alargadas de callo no embriogenico con Pic a 0.82µM.

La observación microscópica del callo embriogénico muestra en todos los estados una organización interna del callo,
coincidiendo con lo observado por [4] en maíz. Las células meristemáticas en las capas externas se organizan en "clusters" de
células embriogénicas para dar lugar a embriones somáticos, mientras que en el interior del callo se encuentran células
parenquimáticas con grandes espacios intercelulares (Fig 3).
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Figura 3: Organización dentro del callo de células meristemáticas en “cluster” tratados con Pic:  A) 3.31 µM, B) 4.14µM.

Se plantea que la eficiencia del Pic en la inducción de callos es comparable a la del 2,4-D en cuanto a la inducción del
crecimiento y superior a éste en cuanto a lograr la friabilidad de los callos y la subsiguiente regeneración de plantas,
concordando con lo propuesto para Allium cepa y Allium trifoliatum subsp. hirsutum [16].

El Pic es una auxina sintética muy eficiente para el cultivo de tejidos vegetales, puesto que ofrece ciertas ventajas en
relación con el 2,4-D por ser soluble en agua, menos tóxica por su efectividad a concentraciones más bajas y, por ofrecer un
mayor potencial para la regeneración de plantas a partir de callos. Firoozabady y Moy [13] cita en Ananas comosus al Pic
como un potencial agente embriogénico.

El empleo de Pic en el cultivo de tejido en "tipa colorada" no ha sido informado aún, los resultados de este trabajo son
alentadores y resulta positivo contar con nuevas alternativas en la composición de fitorreguladores del medio de inducción
de callos embriogénicos, especialmente tratándose de la sustitución del 2,4-D, ya que se conoce su efecto como agente
desestabilizador de la dotación genética del material generado en el proceso de morfogénesis.

Se pudo observar que la incorporación del Pic en el medio de cultivo favoreció la formación de callo embriogénico en esta
especie forestal.

4 CONCLUSIÓN

En el presente trabajo se logro inducir in vitro, en explantes cotiledonares de “tipa colorada”, un porcentaje del 93,78 y
95,22 % de callos embriogénicos de coloración cremosa, los cuales se cultivaron durante 30 días en oscuridad, en medios MS
adicionados con Pic en las concentraciones de 3.31 µM y 4.14µM respectivamente.
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