46 CIENCIAS AGRICOLAS : VOL. 12, 1993

PRODUCCION DE CALLOS DE Catharanthus roseus (L) G.
DON in vitro
GERARDOQ LOPEZ JURADO*

INTRODUCCION

El cortejo (Catharanthus roseus (L) G. Deon, familia
Apocynaceae), originario de Madagascar, ha sido ampliamente
investigado por los productos del metabolismo secundario, lo que ha
conducido al aislamiento de m4s de 90 indol alcaloides (Carew,
1966).

Los alcaloides extrafdos del cortejo individualmente poseen un
amplio espectro de efectos biolégicos. De estos alcaloides, la
vincristina y la vinblastina, los més-investigados, son invaluables
agentes para la quimioterapia de linfoma y leucemia linfocitica, las
cuales estén entre los tipos de cdncer mds devastadores en la nifiez
(Loyola-V., 1987).

En plantas in m de Catharanthus roseus se encuentran
solamente unos pocos miligramos de los alcaloides mencionados por
kilogramo de tejido fresco (Heijden et al., 1989).. :

Los bajos rendimientos de los alcaloides vinblastina y vincristina en
la plantas in vitro, aproximadamente 0,0005%, y ¢l consecuente alto
grecio de ellas, vincristina US $1.000.000 y vincristina US
3.500.000 por kilogramo (Heijden gt al., 1989), han estimulado la
investigacién dirigida hacia la producci6n en gran escala de cultivo de
células o tejidos principalmente produccién de callos de
. Catharanthus roseus , cultivados i vitro, donde estos alcaloides

se encuentran en mayor proporcién (Carew, 1966). - ‘
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El trabajo tuvo como objetivo general desarrollar una metodologia
para la obtencién en forma masiva de callos de cortejo
Catharanthus roseus como materia prima para la obtencién de
alcaloides, y como objetivos especificos: a. examinar el
comportamiento de diversos explantes, para la obtencién de callos; b.
analizar el efecto de diversos medios de cultivo en la produccién de
callos, y c. obtener callos en forma abundanie para ser
proporcionados como material para la extraccion de alcaloides en
otras investigaciones (Street, 1977 y Loyola-V., 1987).

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
de la Universidad de Narifio, entre marzo de 1990 y julio de 1991.

Obiencién del material madre

Las plantas madres de cortejo Catharanthus roseus se
seleccionaron de material que estaba creciendo en forma espontdnea
en el campo; las plantas seleccionadas se sembraron en un huerto
cercano al lugar de trabajo y se regaron en forma conveniente. Estas
plantas sirvieron como material para la obtencién de los diferentes
tipos de explantes que se probaron en el desarrollo del trabajo.

Seleccién del material vegetal

Para analizar el comportamiento de los diferentes tipos de explantes,
incluidos: 4pices de tallos, meristemos, yemas axilares, pecfolos y
hojas, (Kyte, 1983; Hurtado y Merino, 1988) se tomaron las partes
correspondientes, de plantas de cortejo completamente sanas.

Desinfeccion del material vegetal

Con el fin de determinar cial era la mejor combinacién para la
desinfeccién (Hartman y Kester, 1981) de los diferentes explantes de
cortejo y que al mismo tiempo no produjera dafios en los mismos, se
empleé un disefio de parcelas sub-sub-divididas, con cuatro
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aplicaciones, correspondiendo a cada replicacién 20 fracasos.

Los tratamientos principales estuvieron representados por el tiempo
(1 y 5 minutos) que deberia permanecer el material vegetal en alcohol
antes de pasar a la solucién de hipoclorito; los subtratamientos
estuvieron constituidos por diversas concentraciones de hipoclorito
de sodio-agua (1:1, 1:2 y 1:3); y como sub-subtratamientos el tiempo
(1, 5 y 10 minutos) que deberia permanecer el material vegetal en la
solucién de hipoclerito.

Previo a la aplicacién de los tratamientos, para la desinfeccién, antes
mencionados, se hicieron los siguientes pasos: 1. enjuague en agua
jabonosa, 2. enjuague en agua de grifo, y 3. enjuague en agua estéril
(CIP, 1983). Los tratamientos con alcohol e hipoclorito se realizaron
en condiciones completamente asépticas, dentro de una cdmara de
flujo laminar.

Corte del material vegetal

El corte de los diferentes explantes se realizé de la siguiente forma:
con ¢l uso de un microestereoscopio, previamente desinfectado y
colocado dentro de la cdmara de flujo laminar, se eliminaron de las
yemas las hojas y las estfpulas, usando un bisturf y pinzas
es

Para Ia obtencién del dpice terminal o axilar se dejaron tres
primordios foliares. Para la obtencién del meristemo se eliminaron
los primordios foliares con la ayuda de una aguja curva, dejando de
uno a dos primordios foliares, y con una microcuchilla se corté
finalmente el 4pice terminal, en forma perpendicular al eje del
meristemo o apice, segiin el caso.

Para obtener los explantes de hojas y pecfolos, se cortaron las hojas
en pedazos de 0,5 cm, y los peciolos en secciones de 2-3 mm.

Determinacion del mejor explante

Para la determinacién del mejor explante (dpices de tallos,
meristemos, yemas axilares, pecfolos u hojas) de Catharanthus
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roseus, se procedié asf: con la ayuda de pinzas o de la punta del

bistur{ se trasladaron los diferentes explantes, después de haber sido .

cortados, rdpidamente al frasco corresiondiente que contenfa el
medio nutritivo sélido de Murashige y Skoog (1962). Se colocé un
explante por frasco, con 40 replicaciones por tratamiento.

Con el fin de lograr un crecimiento arménico los diferentes explantes
se colocaron en posicién vertical.

Los frascos se cubrieron con papel de aluminio, se protegieron con .

papel vinipel y se marcaron en forma conveniente.

La desinfeccién, el corte y la siembra de los diferentes explantes se
realizé bajo condiciones de estricta asepsia, dentro de la cdmara de
flujo laminar.

Cultivo de hojas

Una vez que sé determiné que las hojas eran el mejor explante para la
produccion de callos, se procedi6 al cultivo de las mismas.

Los ensayos se hicieron con plantas de diferente fenotipo y edad.

Debido a las diferencias encontradas en el desarrollo de callos a partir
de hojas de un mismo genotipo, se evalué el sitio y el estado de
desarrollo de las hojas de Catharanthus roseus, clasificadas asi:
segiin la posicién en la planta en los tercios superior, medio e
inferior; - parte de la hoja: basal, media, apical; - edad de la hoja:
tierna, j6ven, adulta, y - coloraci6n de las flores de la planta: blancas,
rosadas.

Medios de cultive utilizados

Aunque las plantas completas tienen requeﬁmientos simples pafa el

crecimiento, los cultivos de tejidos vegetales presentan necesidades
més complejas y rara vez autotréficas (Staba, 1980).

En la presente inve'sﬁgacién se probaron los medios de White (1934),
Linsmaier y Skoog (1965) y BRVS2 (Robins y Hervey, 1969), El
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medio de Murashige y Skoog (1962) sirvi6 como control.
Preparacién ‘de los medios de cultivo

Los medios de cultivo se prepararon utilizando las sales y
concentraciones indicadas para cada medio de cultivo.

Todos los componentes de cada medio de cultivo se pesaron en una
balanza analitica de alta precisién y se disolvieron en agua
desionizada y destilada. La solucién completa se ajusté al }i)H
indicado para cada medio de cultivo utilizando soluciones 1 N de HCI
y NaOH, previo a la adicién del agar. La distribucion del medio se
hizo a razdén de 25 ml/frasco.

La esterilizacién se hizo en un autoclave a 121°C, durante 15
minutos; al cabo de los 15 minutos se redujo lentamente la presion
del autoclave, se sacaron los frascos y se los dejé quietos hasta que
solidificaron.

Los frascos con los diferentes medios se gnardaron bajo refrigeracién
(8 a 10°C) hasta su utilizacién.

Siembra del explante

La desinfeccién y la siembra de los diferentes explantes se efectud en
un cuarto aséptico, dentro de una cdmara de flujo laminar de aire con
presién positiva, previamente esterilizada con luz ultravioleta y
alcohol al 96%.

Incubacion

Los frascos Freviamente cubiertos con :papcl aluminio y papel
vinipel, se colocaron en estantes especiales para el crecimiento, con
luz y temperaturas controlables.

La temperatura de incubacién varié entre 24 y 30°C, tanto durante el
dfa como durante la noche. La iluminacién se dié con ldmparas
fluorescentes de 40 W, El fotoperfodo fue de 16 horas de luz y 8
horas de oscuridad, ¢l cunl se consiguié en forma automdtica, La
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humedad relativa fué de aproximadamente 50%.
Desarrollo de los explantes

Después de la primera semana de incubacién y hasta la séptima
semana, se hicieron observaciones principalmente en cuanto a la
formaci6n de callos en los diferentes explantes, anotando: porcentaje
de frascos de ensayo no contaminados, aparicién de callos,
caracterfsticas de los mismos como tamaiio, color, posicién en el

explante, to general del explante analizado, y caracterfsticas del

medio de cultivo utilizado.

RESULTADOS Y DISCUSION
Desinfeccién del material vegetal

De los varios tratamientos analizados para la desinfeccién del material
vegetal de Catharanthus roseus, para la produccién de callos, se
encontaron diferencias estadisticas significativas para: el tiempo que
el material vegetal debfa permanecer en alcohol; la concentracién de
hipoclorito de sodio; el tiempo que debfa permanecer el material
vegetal en las diferentes concentraciones de hipoclorito, y para sus
interacciones.

Se encontrd que el mejor tiempo que el material debe permanecer en
alcohol era de cinco minutos (Tabla 1).

La concentracién de hipoclorito de sodio suficiente y necesaria para
una mejor desinfeccién fue la concentracién 1:3 (Tabla 2).

El tiempo en que el material puede permanecer en el desinfectante, sin
ggoducirle ningun dafio al material vegetal fue de 10 minutos (Tabla

La mejor combinacién para la desinfeccién de las hojas de
Catharanthus roseus para la produccién de callos, se consideré
aquella que cumpliera al mismo tiempo dos caracterfsticas: a) que
produjera una buena desinfeccién en el material vegetal y, b) que no
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impidiera el desarrollo normal de callos.

Con las concentraciones 1:1 y 1:2 (v/v) de hipoclorito de sodio-agua
se produjo muerte del explante en un gran porcentaje, no dando
oportunidad al material vegetal restante para la producci6n de callo.

De los variados tratamientos estudiados, el que mejor funcioné para
la desinfeccién de las hojas de Catharanthus roseus fue el
signiente: 1.- Lavar con agua jabonosa (10 min) 2.- Enjuagar con
agua de grifo (varias veces) (Dodds y Robert, 1984), 3.- Enjuagar
con agua estéril (varias veces), 4.- Colocar en alcohol 70% (5 min),
5.. Desinfectar con hipoclorito de sodio comercial 1:3 v/v (10
minutos), 6.- Lavar con agua esterilizada (varias veces), 7.- Cortar,
sembrar.

Con la anterior metodologfa se logré obtener hasta un 95% de control
de la contaminaci6n para todos los materiales evaluados.

Determinacién del mejor explante

Se examiné el comportamiento de diversos tipos de explantes,
inclufdos dpices de tallos, meristemos, yemas axilares, peciolos y
hojas. Después de las primeras pruebas desarrolladas durante 15
semanas,se encontré que el mejor explante para el desarrollo de
callos fueron las hojas. ‘

Se descartaron como posibles explantes los restantes, asf: los dpices
de tallos, meristemos y yemas axilares, por la dificultad de conseguir
un ndmero suficientemente grande de plantas de Catharanthus
roseus homogéneas asf sea fenotfpicamente; y los peciolos, por no
servir como material somético para el desarrollo de callos.

Cultivo de hoj&s
a. Posicién de hojas en la planta
El andlisis de variancia sobre el efecto de la posicién de las hojas en

los tercios superior, medio e inferior de la planta sobre la produccién
de callos determiné que habfa diferencias estadisticas altamente
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significativas,

No se encontraron diferencias apreciables en la produccién de callos
a partir de hojas provenientes de los tercios medio e inferior de la
planta, pero si diferencia altamente significativa en la produccién de
callos de las hojas provenientes de los tercios anteriores, con las
hojas localizadas en el tercio superior de la planta (Tabla 4).

Se encontré que con el material proveniente del tercio inferior de la
planta hab{a un mayor porcentaje de contaminacién comparado con el
material del tercio medio superior.

El material del tercio superior produjo callos, pero en un tiempo
mayor al necesario para la produccién de callos provenientes del
tercio medio ¢ inferior. Por tanto, es preferible usar como material de
explante las hojas colocadas en el tercio medio de la planta.

b. Parte de la hoja

La parte de la hoja en que se encontr6 mas rdpida formacién de callos
(2-3 semanas) fue la parte media. Realizado el andlisis de variancia se
encontr6 que si habfa diferencias en cuanto a la formaci6n de callos a
partir de la parte basal, media y apical de 1a hoja.

Segtin la prueba de Tukey (Tabla 5) la parte media y la parte apical de
1a hoja no muestran diferencias estadisticas significativas en cuanto a
la formaci6n de callos, lo mismo que la parte apical y la basal entre
ellas, pero si una diferencia entre la parte media con relacién a la parte
apical y basal.

c. Edad de las hojas

En cuanto a la edad de las hojas de Catharanthus roseus, para la
produccién de callos, se encontraron diferencias altamente
significativas.

Realizada la prueba de Tukey (Tabla 6) no se encontraron diferencias

significativas entre las hojas jévenes y las hojas adultas, pero si entre
éstas y las hojas tiernas; esto es que para la produceion de callos es

! ! |
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mejor la utilizacién de hojas j6venes las cuales producen callos de
mejor calidad y en mayor cantidad.

d. Coloraci6n de las flores de las plantas

No se encontraron diferencias estadisticas significativas en cuanto a
la formacién de callos a partir de hojas provenientes de plantas de
Catharanthus roseus con flores de colores blanco o rosado.

Por tanto, cuando se trata de usar hojas de Catharanthus roseus,
como explante‘para la produccién de callos, no importa de donde
provengan las hojas en cuanto a la coloracién de las flores de. las
plantas.

Medios de cultivo

Debido a que se conocfa muy poco sobre los requerimientos
nutricionales, hormonales y fisicos del medio nutritivo para el cultivo
in yitro de hojas de Catharanthus roseus, se ensayaron varios
miedios con el fin de determinar el 6ptimo para obtener un buen
desarrollo de los explantes para la formaci6n de callos.

Realizado el correspondiente andlisis de variancia se encontraron
diferencias altamente significativas para los diferentes medios de
cultivo, :

La prueba de Tukey (Tabla 7) confirmé que habia diferencias
aluu[:]cntc signiﬁcaﬁv};s entre el medio de White y los demés medios
analizados; que no habfa ninguna diferencia en cuanto a la produccién
de callos entre los medios de Murashige y Skoog, y Linsmaier y
Skoog, pero si de éstos y el medio BRVS2; y que el medio BRVS2
ern ¢l medio menos apropiado para la produccién de callos a partir de
hojas de Catharanthus roseus. '

Se encontr6 que el medio mds adecuado, y ensayado con los mejores
resultados, cgtaba compuesto por las sales del medio basal descritas
White (1934), ademds, dcido nicotinico (0,5 mg/L), piridoxina-
m','.l (0,5 mg/L), Tiamina-HC (10:mg/L), glicina (2 m ), cinetina ;.
(0,05 mg/L), 2,4-D (1 mg/L), agar (8 mg/L), sacarosa (20 mg/L);
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con un pH de 5,5.
Condiciones ambientales de cultivo

Se ensayaron varias condiciones ambientales de incubacién para
asegurar un desarrollo répido y abundante de callos, y al mismo
tiempo evitar la oxidaci6én del material.

La combinacién que mejores resultados dio tuvo las siguientes
caracterfsticas: oscuridad inicial (2 semanas) y temperatura de 24°C
(* 1°C) y luego condiciones de luz 16 horas y 8 horas de oscuridad
(5 semanas) y 24°C (& 1°C) de temperatura.

Subcultivo

Los callos obtenidos en los diferentes tratamientos se cultivaron
transfiriéndolos enteros o parte de ellos 2 un medio s6lido fresco, con
el objeto de que adquirieran un crecimiento més rdpido.

La transferencia del callo o del fragmento del mismo debe ser una
masa de entre 5 y 8 mm, para asegurar la renovacién del crecimiento
sobre el medio fresco. Cuando se transfirié una masa de tejido
calloso menor de 3 mm, la velocidad de crecimiento fue muy lenta y
en algunos casos no crecio.

Los callos en general fueron de color blanco o blanco cremoso y de
buena friabilidad, esto es de consistencia suave. Cuando el callo es
friable permite la transferencia directa a la superficie del medio
fresco, dnicamente utilizando una espétula o un bisturf esterilizados.

Las nuevas células se formaron en la periferia de la masa de callo
existente, la cual se encuentra sometida a un gradiente nutricional que
va desde las células que estdn en contacto directo con el medio
nutritivo, hasta las que crecen en la superficie del callo. ;

Cuando los callos se dejaron crecer por mucho tiempo en el mismo
medio y en asociacién con el tejido original, se present6 una
detencidn en el crecimiento, ocasionada por el consumo de nutrientes
esenciales, al igual que por la pérdida de agua, la secrecion de
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metabolitos por el callo y la desecaci6n gradual del agar.

Por esta razén se aconseja el subcultivo a un medio fresco después de
cierto tiempo para que no Mueran y Crezcan en mejores condiciones,
tiempo que se ha estimado para la especie objeto de esta investigacién
de tres a cinco semanas.

CONCLUSIONES

Se logré determinar una metodologfa de desinfeccion de material
vegetal para lograr hasta un 95% de control de contaminacién.

El mejor explante para el desarrollo de callos fueron las hojas.

Con referencia al material somético, los mejores resultados, en
cuanto a la formacién de callos, se obtuvieron con: a. las hojas
colocadas en el tercio medio de la planta, b. la parte media de 1a hoja,
c. las hojas con una edad intermedia entre jovenes y adultas.

Las hojas provenientes de plantas con flores blancas o rosadas
producen las misma cantidad de callos.

Se determiné como el medio més adecuado para el desarrollo de
callos, el medio basal de White.

El perfodo de incubacién més adecuado para el desarrollo de callos
fue de dos semanas con oscuridad inicial y cinco semanas con
fotoperfodo de 16/8 y 24°C de temperatura.

La resiembra debe hacerse entre 3 y 5 semanas, y ¢l callo debe tener
entre 5 y 8 mm. ] ‘
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TABLA 1. PRUEBA DE TUKEY PARA EL EFECTO DE TIEMPO

EN ALCOHOL PARA LA DESINFESTACION DE TABLA 2. PRUEBA DE TUKEY PARA EL EFECTO DE LA
' HOJAS DE Catharanthus roseus PARA LA CONCENTRACION DE HIPOCLORITO DE SODIO
PRODUCCION DE CALLOS. PARA LA DESINFESTACION DE HOJAS DE
Catharanthus roseus PARA LA PRODUCCION DE
CALLOS. :
Tiempo en alcohol % callos
(min) (promedio)
Concen. hipoclorito % callos
(Viv) i (promedio)
S 61,25 A()
1 39,22 B 123 61,25 A
1:2 39,22 B
(*) Promedios seguidos por la misma letra no son _
significativamente diferentes al nivel del 0,05% de 1:1 20,21C
babilidad
Comparador Tukey(0,05) = 2,868

(*) Promedios seguidos por la misma letra no son
significativamente diferentes al nivel del 0,05% de
probabilidad.

Comparador Tukey(9,05) = 3,457
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TABLA 3. PRUEBA DE TUKEY PARA EL EFECTO DE TIEMPO

EN HIPOCLORITO DE SODIO PARA LA
DESINFESTACION DE HOJAS DE Catharanthus
roseus PARA LA PRODUCCION DE CALLOS.

Tiempo en hipoclorito % callos
(min) (promedio)
10 56,04 A
5 50,00 B
1 4542 C

*) Promedios seguidos por la misma letra no son
‘significativamente diferentes al nivel del 0,05% de

Comﬁéfador‘n'lh‘iey(o.DS) =3475
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TABLA 4. PRUEBA DE TUKEY PARA EL EFECTO DE

POSICION DE LAS HOJAS EN LOS TERCIOS
SUPERIOR, MEDIO E INFERIOR DE LA PLANTA
DE Catharanthus roseus PARA LA PRODUCCION
DE CALLOS.

Posicioén hojas % callos
(tercios) (promedio)
Medio 61,25 A®
Inferior 88,75 A
Superior 81,25 B

(*) Promedios seguidos por la misma letra no son
significativamente diferentes al nivel del 0,05% de
babilidad

Comparador Tukey(0,01) = 6,33
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TABLA 5. PRUEBA DE TUKEY PARA EL EFECTO DE
POSICION DE LA PARTE APICAL, MEDIA Y BASAL
DE LA HOJA DE Catharanthus roseus PA__RA LA

()

PRODUCCION DE CALLOS." '
Parte de 1a hoja % callos
(promedio)
Media 88,75 AM™
Apical 8542 AB
Basal 84,58 B

(*) Promedios seguidos por la misma letra no son
significativamente diferentes al nivel del 0,05% de

Comparador Tukey(0,05) = 3,609

TABLA 6. PRUEBA DE TUKEY PARA EL EFECTO DE LA
EDAD DE LAS HOJAS DE Catharanthus roseus
PARA LA PRODUCCION DE CALLOS.

Edad hojas % callos
(madurez) (promedio)
Joven 87,50 A®™
Adulta 83,75A

Tierna 32,50 B

{*) Promedios seguidos por la misma letra no son
significativamente diferentes al nivel del 0,01% de
babilidad

Comparador Tukey(0,01) = 5,448
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TABLA 7. PRUEBA DE TUKEY PARA EL EFECTO DE LOS
MEDIOS DE CULTIVO PARA LA PRODUCCION DE
CALLOS A PARTIR DE HOJAS DE Catharanthus
roseus .

Medios de cultivo % callos
(promedio)
White 91,25 A®
Murashige y Skoog 57,50 B
Linsmaier y Skoog 5750B

BRVS2 12,50 C

(*) Promedios seguidos por la misma letra no son
significativamente diferentes al nivel del 0,01% de

babilidad
Comparador Tukey(0,01) = 5,50



