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Resumen

Caesalpinia spinosa (Fabaceae) es una especie forestal muy cotizada principalmente por sus taninos y gomas, pero se
encuentra amenazada por las deforestaciones indiscriminadas, ademas presenta una baja capacidad de regeneracion, tal situacion
nos obliga a pensar en el uso de la biotecnologia como una alternativa eficiente para generar un sistema de multiplicacion y
regeneracién por via asexual in vitro. Como una alternativa, se plante6 evaluar el efecto del acido indolacético (AIA) en el
desarrollo in vitro de segmentos nodales de C. spinosa (Molina) Kuntze “tara”. Se aislaron y cultivaron segmentos nodales
jovenes en medio MS suplementado con sacarosa al 3%, fitagel al 0,25% y ajustandose a un pH de 5.5. Se realizaron tres
tratamientos a concentraciones de 0.0 ppm, 0.5 ppm y 1 ppm de AIA. Se avaluaron la altura alcanzada y el nimero de hojas.
Los resultados mostraron una mayor respuesta a concentraciones de 0.5 ppm de AIA a los 45 dias de siembra.
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Abstract

Caesalpinia spinosa (Fabaceae) is an highly valued tree forest species mainly by its tannins and gums. However it is threatened
by the indiscriminate deforestation, and has a low regeneration capacity, this situation forces us to think of the use of the
biotechnology as an alternative efficient to generate a multiplication and regeneration system in vitro culture via asexual. As
an alternative to evaluate the effect of the indole acetic acid (IAA) in the development in vitro of nodal segments of C. spinosa
(Molina) Kuntze “tara”. The young nodal segments were isolated and cultured on MS supplemented with 3% sucrose, 0.25%
fitagel and pH 5,5. They were carried out three treatments to concentrations of 0.0 ppm, 0.5 ppm and 1 ppm of IAA. The height
and the number of leaves were sized. To the 45 days of planting showed response at concentration 0.5 ppm of IAA.

Key words: Caesalpinia spinosa, indole acetic acid (IAA), propagation in vitro.

Introduccion La “tara” se encuentra al estado silvestre y poseen un
inmenso potencial médico, alimenticio e industrial, siendo
de gran utilidad para la produccién de hidrocoloides o
gomas, taninos y dcido galico, entre otros. Ademas,
es utilizada en la proteccion de suelos, especialmente
cuando no se dispone de agua de riego, a fin de dar buena
proteccion a muchas tierras que hoy estan en proceso de
erosion y con fines comerciales. El aprovechamiento
de los frutos permite obtener numerosos productos de
interés. La vaina representa el 62% del peso de los frutos
y es la que precisamente posee la mayor concentracion
de taninos, que oscila entre 30 y 60%. Otro elemento

Caesalpinia spinosa*tara” (Fabaceae), estd ampliamente
distribuida en América Latina, y en el Perii es una especie
nativa. Es un arbusto robusto o drbol pequefio con la corteza
espinosa gris, ramas delgadas y densamente frondosas.
Presenta pinnas en 2-3 pares, con 8 pares de foliolos
subsésiles y semillas rollizas, marrones oscuras. Es endémica
de las lomas costeras o boscosas de los Departamentos de
Amazonas, Ancash, Ayacucho, Cajamarca, Cuzco, Huanuco,
Huancavelica, Ica, Junin, Lima, Madre de Dios, Piuray Tacna,
ubicada entre los 0-3000 m. de altura (Ugent & Ochoa, 2006;

De la Cruz, 2004).
151



Collantes et al.: Efecto del AIA en el desarrollo in vitro de Caesalpinia spinosa

que se obtiene de los taninos, es el acido gélico, que es
utilizado como antioxidante en la industria del aceite, en
la industria cervecera como un elemento blanqueante o
decolorante, en fotografia, en curtiembre, manufactura
del papel, en productos de farmacia y otros relacionados
al grabado y litografia; las semillas, de uso forrajero,
tienen en su composicion porcentual en peso el 40% de
cascara, 27% de gomas, 26.5% de germen (almendra) con
altisimo contenido de proteinas de gran concentracion de
metionina y triptofano de buena calidad; grasa y aceites
que podrian servir para el consumo humano y 7.5% de
humedad. De esta parte del fruto, se obtienen aceites,
goma (usada para dar consistencia a los helados), harina
proteica y derivados como: jabones, pinturas, barnices,
esmaltes, tintes de imprenta, mantecas y margarinas
comestibles, pues presenta un contenido de 4cidos libres
de 1,4% (acido oleico) comercialmente aceptable por su
baja acidez (De la Cruz, 2004; FAO, 1995).

Aunque C. spinosa se encuentre distribuida en
la mayor parte de la Costa del Pert y en ciertas
localidades de la Sierra, la sobreexplotacién de este
recurso, puede llegar a ocasionar consecuencias graves
como la extincion de esta especie, tal situacion nos
obliga a pensar en el uso de la biotecnologia como
una alternativa eficiente para generar un sistema de
multiplicacion y regeneracion de explantes a través del
cultivo de segmentos nodales in vitro.

El cultivo de tejidos vegetales o cultivo in vitro de
tejidos vegetales, es una técnica de reproduccion en
condiciones totalmente asépticas, en la que a partir
de un pequefio segmento inicial de tejido es posible
regenerar en poco tiempo miles o millones de plantas
genéticamente iguales a la planta madre, cuando a este
tejido le es aplicado un estimulo por medio de variables
fisicas y quimicas controladas en un medio de cultivo.
A diferencia de las técnicas tradicionales de cultivo, esta
poderosa herramienta permite la propagacion de grandes
volumenes de plantas en menor tiempo; asi como, el
manejo de las mismas en espacios reducidos. Por otro
lado, la técnica es de gran utilidad en la obtencién de
plantas libres de patogenos; plantas homocigotas, en la
produccion de plantas en peligro de extincion, en estudios
de ingenieria genética, etc. (Aceves, 2001; Pierik, 1990)
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Una de las porciones de planta de las muchas
que pueden servir como explante son los segmentos
nodales, estos corresponden a porciones de tallo o
microestacas que contienen al menos una yema axilar.
La yema axilar en condiciones de cultivo dara origen
por divisién celular a un incremento en el tamaiio del
tejido y una posterior diferenciacion en vastago (tallo
y hojas) y raices. A partir de un tallo in vitro se puede
disectar varias microestacas que daran origen a plantas
completas (Aceves, 2001) .

El cultivo de segmentos nodales del tallo permite la
multiplicacion rapida de plantas facilmente aclimatables
y la conservacion in vitro de diferentes variedades
por tiempo indefinido, en un espacio limitado con
menor exposicion a los desastres naturales y de fécil
multiplicacion cuando se requiera. (Albarran, et al., 2003)

Se conoce que un gran namero de especies en las
cuales se puede fomentar la proliferacion aleatoria
de explantes, mediante la adicion de una o varias
citocininas y auxinas al medio bésico; en consecuencia
se puede inducir la formacién de brotes y raices
ajustando las concentraciones de auxinas y citocininas
(Bhojwani, 1983).

Una auxina muy conocida es el AIA, la cual es la
mas importante, radicando su importancia en procesos
como la division celular del cambium, diferenciacion
vascular, formacion de raices adventicias, dominancia
apical y desarrollo de frutos. En general, la accion de
las auxinas no es aislada y otras hormonas como el
etileno, giberelinas y citoquininas también influyen, la
respuesta a nivel celular, alargamiento o elongacion de
las células lo que ha permitido proponer la hip6tesis del
crecimiento por acidificacion. Los usos de las auxinas
en la esfera agricola son muy diversos y se aplican de
forma rutinaria en biofabricas, en los cultivos in vitro de
material vegetal y en las plantaciones (Patten & Glick
1996; Bieto & Talon, 2000; Sober6n, et al., 2005).

Aun no existe informacion necesaria relacionada a la
propagacion “in vitro” de tara, pero si existen trabajos
realizados en especies lefiosas teniendo gran €xito en
su aplicacién. Esto motiva a utilizar la biotecnologia
con el fin de propagar asexualmente la tara “in vitro”
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logrando asi sistemas de multiplicacion masiva que
produzcan plantulas que puedan ser utilizadas en
planes de reforestacion. De esta manera, se podria
cubrir en el futuro la demanda internacional de esta
especie, disminuyendo la depredacion indiscriminada
de esta planta. Los objetivos del presente trabajo de
investigacion son propagar asexualmente C. spinosa, a
partir de segmentos nodales y conocer la concentracion

mas eficiente de AIA para su regeneracion.

Material y métodos

Se obtuvieron semillas de las vainas maduras de
arboles de taya, la seleccion se realiz6 de acuerdo
al tamafo, color e integridad fisica. Para estimular

la germinacion de semillas, teniendo en cuenta las

caracteristicas de sus cubiertas, se realizé pruebas de
escarificacion fisica y quimica. Las plantulas obtenidas
fueron de 30 dias de edad, teniendo en cuenta que €stas
presenten de 3-4 nudos, con la finalidad de mantener la
homogeneidad de la muestra (Fig 1a), de estas plantulas
jovenes se obtuvieron segmentos nodales (explantos)
entre 1 y 1.5 cm de longitud (Fig. 1b). La experiencia
se desarrollo en el laboratorio de Fisiologia y Cultivos
de Tejidos Vegetales de la Universidad Nacional de

Trujillo.

Preparacion de medio de cultivo

El medio nutritivo basal fue el de Murashige y Skoog
(1962) (MS) a la mitad de concentracion, suplementado
con vitaminas, sacarosa (3%), fitohormona (AIA) en 3

diferentes concentraciones y fitagel (0.3%), ajustandose

Fig. 1. A: Plantulas de C. spinosa de 30 dias de edad. B: Obtencion de segmentos nodales de plantulas jovenes de C. spinosa

el pH a 5.5: todos los componentes fueron mezclados y

llevados a bafio Maria para su homogenizacion.

El medio preparado se dispersé en frascos de vidrio
en volumen de 2 ml, los que fueron sellados con papel
aluminio y posteriormente se esterilizd en autoclave a

[21°C a 1 atm de presion durante 15 minutos.

Tratamientos

Los diferentes tratamientos tuvieron las siguientes
concentraciones de AIA en ppm: El Tratamiento 1 (T1),
tuvo 0.0 ppm de AIA; el Tratamiento 2 (T2), tuvo 0.5 ppm
de AIAy el Tratamiento 3 (T3), tuvo 1.0 ppm de AIA. Por
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cada tratamiento se hizo 40 repeticiones. Los explantes

fueron expuestos a estos tratamientosl5, 30 y 45 dias.

Introduccion del explante

Una vez obtenidos los explantes se procedio a
sembrar. se realizo el sembrado en una camara aséptica,
los frascos fueron rotulados indicando tratamiento
v fecha de siembra; luego se llevaron a la sala de
incubacion con luz blanca, proporcionado por tres
fluorescentes de 40 watts cada uno, fotoperiodo de 16:8
y temperatura promedio de 23°C. Las evaluaciones se

realizaron cada 15 dias.
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Evaluacion

La evaluacion se realizé a los 15, 30 y 45 dias y
se anotaron los siguientes datos: altura de planta y
numero de hojas las cuales fueron sometidas a analisis
estadisticos: promedio, desviacion estandar y analisis de
varianza con un nivel de significancia del 0,05.

Resultados

El desarrollo con respecto al nimero de hojas en las
plantulas cultivadas in vitro frente a los tratamientos
impuestos en el medio de cultivo, se encontrd diferencias
significativas entre ellos (ANAVA, p<0,005), mostrandose
mayores promedios de numero de hojas en T2, y menor
promedio en T3 (Tabla 1).

Tabla 1. Numero de hojas promedio de C. spinosa obtenidos a partir
de segmentos nodales a los 15, 30 y 45 dias y a diferentes

concentraciones de AlA.
Tratamiento Nimero de hojas Significancia
[JAIA 15D 30D 45D
TT 00 236+082 6.88+091 15.16+0.87 ¥
T2 05 226+074 878+081 17.16+1.20 £
T3 10 200+075 267+086 583+094 3
P< 0.005

En la Figura 3 observamos que a concentraciones
de 0.5 ppm de AIA (T2) para el nimero de hojas por
plantula de C. spinosa se presentan los promedios mas.

Nuamero de Hojas
S ®

o N A OO @

dias

altos a los 45 dias de edad y a concentraciones de 1 ppm
de AIA (T3) presentaron promedios mas bajos.

El desarrollo de la longitud en las plantulas cultivadas
in vitro frente a los tratamientos impuestos en el medio
de cultivo, se encontré diferencias significativas entre
ellos (ANAVA, p<0,005), mostrandose mayores
promedios de longitud de plantula en T2, y menor
promedio en T3 (Tabla 2).

Tabla 2. Altura de planta promedio (cm) de C. spinosa obtenidos a
partir de segmentos nodales a los 15, 30 y 45 dias y a diferentes

concentraciones de AlA.
Tratamiento Altura de planta (cm) Significancia
[TAIA 15D 30D 45D
T 00 013 £012 1124018 1.67+0.26 4
T2 05 012 +£022 1394020 1.93+0.17 2
T3 10 0.10 £+0.03 0.25+0.08 0.41+0.05 =
P<0.005

En la Figura 4 observamos que a concentraciones
de 0.5 ppm de AIA (T2) para la altura de plantulas de
C. spinosa se presentan los promedios mas altos a los
45 dias de edad y a concentraciones de 1 ppm de AIA
(T3) presentaron promedios mas bajos.

El mejor tratamiento para la formacion de niimero de
hojas y longitud de plantula, es el T2. (Fig. 5)

—e—MS

—&—MS + 0.5 ppm AIA

+—MS + 1 ppm AIA

Fig.3. Nimero de hojas de C. Spinosa a los 45 dias de edad sometidos a diferentes concentraciones de AIA
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Discusion

En la actualidad, la micropropagacion se practica con
éxito en especies horticolas y mas recientemente en
especies lefiosas (Roca & Mrogrinski, 1993). El mejor
material vegetal de partida en especies lefiosas suelen
ser los segmentos nodales de brotes en crecimiento
vigoroso (Brand, 1993), por lo que, se considero utilizar
segmentos nodales como explanto. Margara (1988)
ha propagado clones por cultivo in vitro utilizando
segmentos nodales, los cuales permiten que el brote
se desarrolle a partir de las yemas, originando una
organogénesis directa.

Los segmentos nodales han sido sefialados como
los explantes mas recomendables para la propagacion
masiva de plantas (Khattak et al., 1990; Fitchet, 1990).

25

Altura de Planta

0 15
dias

Sin embargo, Viloria (1993) y Rodriguez (1996)
senalan problemas de contaminacién, oscurecimiento
y fenolizacion utilizando segmentos nodales en plantas
lefiosas; por lo que, discrepamos ya que hubo desarrollo
del explanto; la contaminacién y oscurecimiento fue
minimo, ademas no hubo problemas de fenolizacion,
aunque esto depende de una adecuada desinfeccion del
explanto, asi como también el estado fisiologico de la
planta de donde se obtuvo el explanto.

Los explantes jovenes de C. spinosa son ideales para
los diferentes tratamientos en los que son inducidos,
esto concuerda con quien propone que los explantes
adultos poseen menos rango de multiplicacion celular
respecto a los juveniles en plantulas de Corylus avellana
(Messeguer & Mel¢, 1987)

——MS
—— MS + 0.5 ppm AIA
4 MS + 1 ppm AIA

45

Fig. 4. Altura de plantas emergentes de C. spinosa a los 45 dias de edad, sometidos a diferentes concentraciones de AlA.
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—&— Numero de hojas
—a@— Altura de plantula
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Fig. 5. Numero de hojas vs altura de plantula (cm) de C. spinosaexpuestasa#osdiferentestratamienbs,atosﬁdiasdeedad.
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Segtin Calder6n et al. (1993), a medida que aumentan
los dias de cultivo aumenta la apariciéon de hojas.
Igualmente, en estudios realizados en avellano chileno,
Mardones (1999) concluy6, que el nimero de verticilos
se incrementa a medida que se aumenta el tiempo de
permanencia de los microtallos en la cdmara de cultivo.
Lo cual concuerda con nuestro trabajo, ya que conforme
avanzaron los dias, existi6 mayor aparicion de hojas a
los 45 dias de edad (Tabla 1, y Fig. 3).

De la Fig. 3 se desprende que el desarrollo de hojas
alcanza su valor mas alto en el tratamiento 2 (Fig. 6),
aunque en el tratamiento 1 también existié desarrollo
significativo de hojas (Fig. 7), siendo poco efectivo
el tratamientos 1 (Fig. 8). La baja cantidad de hojas
generadas en T3 (1 ppm AIA) se puede atribuir a la baja
sintesis de citoquininas propias de la planta, indicando la
existencia de una alta sintesis de auxinas en los tejidos o
porque los niveles endogenos de auxinas se encuentran
por sobre los de citoquininas (Mardones, 1999).

Hartmann et al. (1993) indicaron que la presencia
de hojas ejerce una fuerte influencia estimulante
en la iniciacion de las raices, y esto es porque los
carbohidratos translocados de las hojas indudablemente
contribuyen con la formacion de raices, sin embargo,
los fuertes efectos promotores de raices de las hojas
se deben probablemente a otros factores mas directos,
las hojas son conocidas por ser poderosas productoras
de auxina. Con lo que discrepamos, ya que existiendo
mayor cantidad de hojas en el T2 (Fig. 6), no logré
influenciar a la formacion de raices.

La mayor altura alcanzada en nuestros resultados
corresponde a la concentracion de auxina (AIA) a 0.5
ppm y menor en el tratamiento 3 (tabla 2 y Fig. 4), este
coincide con Castillo (1973) quien utiliz6 auxina AIA a
concentracion de 0.3 ppm y obtuvo un mayor desarrollo
longitudinal en Pinus radiata, por lo que, esta auxina
promueve la elongacion celular en base al grado de
divisién celular desarrollado en el vegetal.

Al respecto, Hurtado & Merino (1994); Bartel
(1997); Roca & Mroginski (1991), sefialan que existe un
control regido en gran proporcion por los gradientes de
las sustancias reguladoras del crecimiento, asi mismo,
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el factor tiempo influye significativamente para que los
explantes produzcan nuevas y visibles caracteristicas
morfogénicas, tal es asi, que se mostré diferencias en
los 3 tratamientos, dando mayores resultados en T2,
(Fig.4 y Fig. 6), esto, se deberia a la accion conjunta
del tiempo de exposicion y dosificacién de la auxina
AIA, y a la vez, por la capacidad de absorcion de los
tejidos por difusion , ya que se ha demostrado que la
captacion de la auxina por el tejido vegetal tiene lugar
a velocidades suficientemente altas.

Salisbury & Ross (1978) indicaron, que el papel
primario de las auxinas en la iniciacion de las raices
parece ser una estimulacion de las divisiones celulares,
la cual es consistente con la promocion de auxinas de
la actividad cambial. Cabe destacar, que al agregar
auxinas (en este caso AIA) al medio, no hubo formacion
de raices, pero hubo desarrollo en nimero de hojas y
longitud del tallo.

Los reguladores del crecimiento, actian como
estimuladores del mismo en pocas cantidades y las
concentraciones excesivas deprimen las plantas, o sea,
actiian como inhibidores (Pierik, 1990), lo que confirma
Tacoronte et al. (2004) donde existié mejor induccion
y formacion de brotes en aquellos medios sin auxina
o con bajas concentraciones de las mismas; asi como
también, Severin er al. (2005) donde los mejores
resultados se obtuvieron con segmentos nodales y en el
medio diluido a la mitad sin reguladores de crecimiento
obteniendo como resultado la mayor brotacion.
Concordamos con estos autores, ya que, en donde hubo
menor concentracion de AIA y donde no hubo esta
auxina, tratamiento 2 y tratamiento 1 respectivamente,
alcanzaron un mayor desarrollo (Fig. 5).

Un tiempo mayor de exposicion del explante a
concentraciones hormonales altas, no resulta ser
beneficioso por la presencia de callo o plantulas
deformes esto se puede explicar por el efecto toxico que
se presenta en los tejidos por concentraciones elevadas
de las hormonas (Hurtado & Merino, 1987), por lo que
a concentracion de 1 ppm de AIA hubo menor desarrollo
alos 45 dias, debido a que esta dosis de hormona es muy

alto, no ocurriendo asi con los tratamientos restantes.
(ver Fig. 5).
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Fig. 6. Plantulas in vitro de C. spinosa alos 45 dias de edad, expuestas a las concentraciones de A: 0 ppm de AlA; B: 0.5 ppm deAlAy C: 1 ppm de AlA

Muchos autores sefialan, que la combinacion de
ambos tipos de hormonas (citoquininas y auxinas) son
necesarias para inducir un mayor nimero de brotes
(Comunicacion personal), por lo que discrepamos,
ya que, en esta experiencia solo se utilizo una auxina
(AIA), logrando un desarrollo de los segmentos nodales.

Los resultados obtenidos, se deberian a un
desencadenamiento fisiologico de la accién hormonal
condicionado por la aplicacién en interaccion de los
reguladores de crecimiento exdgenos (dosificaciones
de hormonas al medio). La mayoria de éstas estan en

Arnaldoa 18(2): 151 - 158, 2011

pequedas cantidades, en que los lugares de sintesis y
sitios de accion generalmente son distintos, siendo, en
algunos casos, activos en el mismo sitio de formacion,
por lo que, en general, presentan un amplio y diverso
espectro de accion (Bidwell, 1990)

En general, todos los procesos de crecimiento “in
vitro” son altamente dependiente de las interacciones
de los reguladores naturales endogenos, y los analogos
de los reguladores afadidos al medio, por lo tanto, el
estado fisiologico del material vegetal es de mayor
importancia (Aguila et al.,1997).
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Conclusiones

Concluimos que la concentracién encontrada de
AIA 0.5 ppm, es la ideal para obtener plantulas in
vitro con buena longitud y mayor niamero de hojas.
Con esta experiencia nos va a ser posible propagar
masivamente C. spinosa, mejorando en produccion a
escala comercial, creando bancos de germoplasma, asi
como también para planes de reforestacion.
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