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Cultivo in vitro de segmentos de hojas de
ajonjoli(Sesamum indicum L)

In vitro culture of leaf segments
of sesame (Sesamum indicum L)

Efrain Salazar™?

Crrlos Romer>®

Resumen

Se cultivaron in vitro segmentos de hojas de ajonjoli ‘Sesamum indicum
L. var. Inamar’ y var. ’Arawaca’), provenientes de plintas creciendo en
condiciones de campo o de umbraculo. Se evalué el efecto de la concentracion
de hipoclorito de sodio (0, 1, 2, 4 y 8% p/vi.a.) y del tiemyo de exposicién a la
solucién desinfestante (0, 3, 5 y 10 min.), en la prevenc.6n de aparicién de
microorganismos contaminantes, encontrandose que los riayores porcentaj2s
de supervivencia se obtuvieron con el uso de hipoclorito c e sodio 1% p/v (i.a.)
durante un méximo de 5 min., en los segmentos de hojas di: ambas variedades.
Al probar el efecto de 4 combinaciones de sales mineral:s (MS, NN, MPL y
SN) en el desarrollo de los segmentos de hoja, se observé la mayor formacion
de callos al cultivarlos en medio con las sales MS. La proporcién de segmentas
de hojas provenientes de condiciones de campo, que presentaron formacion
de callos, fue menor que la observada en aquellos explantes provenientes de
umbriculo; de igual modo, la formacién de callos fue mas tardia en las
segmentos provenientes del campo. Los callos regenerados de estos explantes
murieron 7-15 dias después de su formacién. Se probé el fecto de laluz en la
respuesta morfogenética observada, y se encontré que la sresencia de luz fize
indispensable para la produccién de masas de callos 15 dias después de la
siembra. Zonas de coloracién verdosa aparecieron sobre los callos creciendo
en la luz, sin observarse la regeneracién de ningin tipo ¢ € estructuras.
Palabras claves: Establecimiento in vitro, formacion e callos, luz, sales

minerales, esterilizacién superficial.
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Abstract

Leaf segments from sesame plants (Sesamum ir. dicum L. var Inamar’
and var 'Arawaca’) grown either under field or greenhouse conditions were
cultured in vitro. The effects of sodium hypochlorite ¢ncentration (0, 1, 2, 4
and 8% w/v a.i.) and exposure to the desinfestant (0, 1, 3 and 5 min) o the
prevention of microorganisms were tested. Higher per-:entage of survival was
achieved with 1% w/v a.i. of the desinfestant for 5 mi 1, in the leaf segments
from both sesame varieties. The effect of 4 mineral salt combinations was also
tested, and Segments showed a higher percentage of callus formation when
cultured on MS mineral salts. Percentage of explants with callus formation
was lower in segments coming from field conditions t 1an those coming from
the greenhouse. Callus formation was also delayed ia the former explants.
Calluses from field condition explants died 7-15 day: after their formation.
Light was indispensable for callus formation 15 days after culture. Green
zones arose on the regenerated calluses, but no d¢fined structures were
observed.

Key words: In Vitro establishment, callus formatio, light, mineral salts,
surface sterilization.

Introduccién

El gjonjoli (Sesamum indicum
L.) ha sido utilizado tradicionalmen-
te como una fuente de aceite vegetal
en Venezuela, presentando una de
las composiciones de #cidos grasos
més favorables para el consumo hu-
mano (9). Sin embargo, a pesar de la
adaptabilidad geografica del cultivo
a las condiciones venezolanas, su
produccién ha disminuido en los 1l-
timos arnios, debido a la baja produc-
tividad y elevados costos de produc-
cién, producte de la accién de plagas
y enfermedades, susceptibilidad a
estrés hidrico y pérdidas de semillas
al momento de la cosecha por la alta
dehiscencia de las cipsulas. En este
sentido, se hace prioritario imple-
mentar programas cde mejoramiento
genético y/o agronémicos a fin de au-
mentar los rendimientos de las ex-
plotaciones comerciales, y de esta

manera tom: r ventaja del potencial
econdémico que esta especie posee.

La Biotecnologia se presenta
como una herramienta muy util, y
una alternat va por demas efectiva,
para inducir variabilidad genética,
inducir mut:iciones, obtener hibri-
dos somatico::, asi como para la gene-
racién de nu :vos genotipos de ajon-
joli a partir de células transforma-
das. Sin emb:rgo, es prioritaric esta-
blecer protocslos d2 regeneracién in
vitro, a fin d: poder aplicar exitosa-
mente cualquiera de las técnicas
biotecnolégicas mencionadas (3).

En el ¢z so especifico del ajonjo-
li, los trabajjs a nivel de regenera-
cién de plantas in vitro son muy es-
casos. Georg: y col. (4) reportaron la
obtencién de¢ explantes foliacos de
ajonjoli, al symeter semillas a la ac-
cién de la bancil adenina. Datta y
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Biswas (3) cultivaron botones flora-
les de esta especie sometiéndolos
previamente a 10-50 KR de irradia-
¢ién, causando anomalias en la meio-
sis de los granos de polen. Shi y Cai
(12) obtuvieron la formacién de ca-
llos a partir de polen de ajonjoli cul-
tivado in vitro. Se ha obtenido, de
igual manera, la formacién de em-
briones somaAaticos a partir de seg-
mentos de cotiledones (RAM, comu-
nicacién personal). Mis reciente-
mente, Artioli y Salazar (datos no
publicados) obtuvieron la formacién
de plantitas completas de ajonjoli,
mediante el cultivo de yemas apica-
les, encontrando determinante para
la respuesta morfolégica la combina-
cién de auxinas y citocininas como
suplementacién exégena al medio de
cultivo, y determinaron que la pro-
genie generada in vitro, resulté mor-
folégicamente idéntica a las plantas
madres.

Sin embargo, 1a utilizacién de
yemas apicales de ajonjoli presenta
la dificultad de uso exclusivamente
de la yema apical, dado el cambio
muy rapido de las yemas axilares
hacia yemas florales. En este senti-

do, el uso de e:plantas foliares se
presenta como una posible via para
obtener gran nimero de plantas, a
partir de un teji lo, que no presenta
limitaciones en cuantc a su disponi-
bilidad. De igual manera, el estab’e-
cimiento de protocolos de regenera-
ci6n de plantas a partir de tejido
foliar, permitira la generacién de va-
riabilidad genét ca (veriacién soma-
clonal) (7) si se (btiene la formacisn
de masas celulares !callos), corac
paso previo a la regeneracién de las
plantitas. De igh al manera, el tejido
foliar representaria un explante
apropiado para :xperimentos de in-
duccién de muts ciones, asi como de
transformacién {'enétiza, de lograrse
la regeneracién de plantas por esta
via. Este tipo de tejidos ha sido exi-
tosamente utilizado para la regene-
racién tanto de plantas herb4ceas,
especificamen'e solandceas (53),
como de plantas lefiosas (1, 2, 13).

El present ; trabajo tuvoe como
objetivo princip: ] establecer las con-
diciones para e cultivo in vitro de
segmentos de hcjas de ajonjoli, como
una via alterna:iva para regenerar
in vitro plantas e esta especie.

Materiales y métodos

Se trabajé con plantas de ajon-
joli (Sesamum indicum L. var. "Ina-
mar’ y var 'Arawaca’) provenientes
de semillas pertenecientes a la colec-
c16n de germoplasma de Ajonjoli del
Centro Nacional De Investigaciones
Agropecuarias (CENIAP) en Mara-
cay. Las plantas fueron cultivadas en
las condiciones del campo experi-
mental del CENIAP en Maracay, Ve-
nezuela, o en condiciones de umbra-

culo, con riego automatizado por ne-
bulizacién. El manejo agronémico de
ambos tipos de flantasimplicé el uso
de fertilizacién completa (15-15-15)
2 g/planta una samana posterior ¢ 1a
germinacién, e igual concentracién
de fertilizante fosforado (0-24-0),
una semana pos terior a la aparic 6n
de los primeros botonas florales.

Las hojas se lavaron inicial-
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mente con agua de chorro y jabdén
liquido comercial, para disminuir los
restos de polvo, insectos y posibles
residuos vegetales. Posteriormente
se seccionaron en segmentos de
apréximadamente 25 mm® de super-
ficie sin incluir la nervadura central,
sumergiéndolos en una solucién de
etanol 70% durante 1-2 min. Segui-
damente se lavaron en una solucién
de hipoclorito de sodio (1, 2, 4 y 8%
p/v i.a.) durante (3, 5 6 10 min). En
todos los casos, se incluyé un trata-
miento control, al cual se le desinfes-
té con el fungicida y el aleohol 70%
tinicamente. Las pruebas del efecto
de la concentracién del desinfestan-
te, se hicieron utilizande un tiempo
unico de exposicién de 5 min, mien-
tras que los ensayos sobre el efecto
del tiempo de exposicién a la solucién
desinfestante, se hicieron utilizando
una concentracién constante de 1%.

En condiciones de flujo laminar
de aire esterilizado, se eliminé el ex-
ceso de desinfestante con tres lava-
dos sucesivos en agua destilada este-
rilizada. Los segmentos se sembra-
ron inmediatamente en tubos de en-
sayo de 25 x 150 mm conteniendo 10

ml del medio di- Murashige y Skoog
(MS)(10), suple nentadas con Tiani-
na, Piridoxina -7 Aciclo Nicotinico (1
mg/L respective mente), 30 g/L. de sa-
carosa, 100 mg/ L de raio-inositol, so-
lidificado con 6 g/L de Agar Sigma y
el pH ajustado :1 5.8 +0.02. Los tubos
de ensayo se esterilizaron en auto-
clave a 121°C ¢ 15 »si de presién,
durante 20 mir . Los explantes sem-
brados fueron c¢slocacios en la oscari-
dad o bajo luz ‘luorescente con irra-
dianza de 16.95 W.m™*y un fotoperio-
do de 16 h, a temperatura de 25+
2°C.

Finalmen e se probé el efecto
de las sales minerales en el desarro-
llo in vitro de los segmentos de hojas,
utilizdndose 1z misma composicién
del medio (M:!3) desicrito anterior-
mente, probdn:lose adem4s las sales
minerales de INMitsch y Nitsch (IVN)
(11), del Medio >ara Plantas Lefiosas
(MPL) (8), y u1 medio sin sales mi-
nerales (SN). 1in tocos los casos, la
suplementacié 1 de v:taminas y com-
puestos orgéni :os del medio de culti-
vo fue idéntic1 a la descrita en el
parrafo antericr.

Resultados y discusiones:

Los experimentos realizados
para controlar el desarrollo de mi-
croorganismos contaminantes, arro-
jaron los mismos resultados en las
dos variedades utilizadas, y previ-
nieron de igual forma la aparicién de
microorganismos patégenos tanto en
el material proveniente del campo,
como del proveniente de condiciones
de umbraculo. En el cuadro 1 se re-
sumen los resultados obtenidos al
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variar la concantracién de la solu-
cién desinfestiinte para desinfestar
los segmentos de hoijas de las varie-
dades de ajonj>li 'Inamar’ y ’Arawa-
ca’, los segmer tos se expusieron a la
solucién durar te 5 min. Como puede
observarse, c(ncentraciones mayo-
res que 1% i.a. de hiroclorito de sodio
fueron eficientes en prevenir la apa-
ricibn de mic-oorgenismos patége-
nos en ambos "ipos c'e explantes. Sin
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embargo, las concentraciones de 2, 4
y 8% i.a. presentaron efectos téxicos
sobre los explantes, los cuales se tor-
naron oscuros por la accién de la
solucién 2% p/v (i.a.), y totalmente
blancos en las concentraciones ma-
yores. Este efecto fue m4s drastico al
hacer un ensayo adicional, en el que
se aumenté el tiempo de exposicién
del tejido a la solucién desinfestante
hasta 10 min. Estos resultados pu-
sieron de manifiesto el efecto téxico
del hipoclorito de sodio en concentra-
ciones por encima de 2% p/v (i.a.)

Al observar los tratamientos no
desinfestados con hipoclorito de so-
dio, se obtuvo una mayor contamina-
cién, de natuuraleza bacteriana, en
los explantes provenieates del cam-
po, que la observada en los explantes
provenientes del umbraculo. Estos
resultados evidencian la necesidad
de aplicar el hipoclorito de sodio, y la
mayor contaminacién observada en
los explantes de campo, puede expli-
carse por el poco control que puede
ejercerse, en esas condiciones, sobre
la incidencia de microorganismos en

los tejidos. El tratamiento con fungi-
cidas previno ccmpletamente la apa-
ricién de hongo.

En el cuacro 2 puede observar-
se como tiempo; de exposicién al de-
sinfestante (1% i.a.) iguales o mayo-
res a 5 min., im idieron el desarrsllo
de microorganismos patégenos. Sin
embargo, la exj osicién por 10 min al
desinfestante casioné lesiones en
los tejidos, a pe sar de haberse usado
la concentracid 1 mas baja, de las es-
tudiadas. Es pcsible, que los tejidos
seleccionados sean muy jévenes, y
fisiolégicament 2 no estén aptos para
soportar tratariienfos con cloro por
mas de 5 min. Al hacer pruebas con
hojas completes, éstas se tornarcn
muy blandas o flexibles al contacto
con la solucién desinfestante, indi-
cando la susceg tibilidad del tejido al
hipoclorito de < odio. Como regla ge-
neral se evité ¢l uso de hojas que al
ser colocadas iiicialmente en agua,
se tornasen blandas v/o flexibles, do-
bldndose por rompleto, ya que no
soportarian el tratamiento con le so-
lucién desinfes :ante.

Cuadro 2. Efecto del tiempo de exposicién a la solucién
desinfestante (1% p.a.) En la esterilizacion superficial de
segmentos de hojas de ajonjoli var ‘inaraar’y var ‘arawaca’

_ Control
0 A 1
Segmentos 25 25 25
sembrados
Segmentos 00 00 07
asépticos

%
Supervivencia 00 00 23

Tempo do exposicion (in)

3 5 1
A A 1 A
25 25 25 25 25
05 25 25 25 25
20 100 100 100 1)0
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La procedencia del explante
(campo o umbrAculo) tuve influencia
en el desarrollo in vitro de los seg-
mentos de hojas. En aquellos prove-
nientes de plantas de campo la for-
macién de callos ocurrié mucho mas
lentamente y el porcentaje de ex-
plantes con induccién de callos fue
menor que en los segmentos prove-
nientes de condiciones de umbracu-
lo. En el cuadro 3 puede observarse
los resultados obtenidos en la res-
puesta inicial de los explantes al ser
cultivados en el medio MS. La pro-
duccién de masas celulares fue la
respuesta inicialmente observada en
todos los explantes sembrados que
exhibieron algun tipo de cambio
morfolégico. Los segmentos prove-
nientes de plantas en campo mani-
festaron la formacién de masas celu-
lares pequefias, apreciables bajo
lupa estereoscépica, 30 dias después
de la siembra, mientras que los seg-
mentos provenientes de plantas cre-
ciendo en condiciones de umbraculo
presentaron masas celulares apre-
ciables a simple vista 15 dias des-
pués de la siembra. De igual modo,
las masas celulares producidas a
partir de segmentos provenientes de
condiciones de campo se necrosaron
completamente entre 7-15 dias pos-
teriores a su formacién in vitro; es
decir entre 22 y 30 dias posteriores
al cultivo in vitro de los segmentos
de hoja.

No se observé diferencias entre
las variedades estudiadas, y la res-
puesta fue siempre la misma. Esta
diferencia entre las plantas de cam-
po y umbréculo puede ser debida al
estado fisiolégico inicial de ambos
tipos de tejidos. El material prove-

niente de campc pudo estar sometido
a limitaciones g 1e afectaron su fisio-
logia, y atin cua 1do morfolégicaman-
te no presentaron sintomas de es-
trés, las limitaciones fisiolégicas y/o
metabdlicas retardar’an el desarro-
llo in vitro de estos segmentos. Er el
caso del materiz 1 creciendo en condi-
ciones de umbr: culo, las plantas es-
t4An sometidas 1 un mejor mangjo
agrondémico, con un mayor control en
relacién a la suplencia de nutrientes,
agua e incidenc a de plagas y enfar-
medades, lo cucl las haria fisiolégi-
camente mas ap :as para desarrollar-
se en condiciones in titro mas rapi-
damente.

En el cuad ‘0 4 sc presentan _os
resultados obtenidos al cultivar os
explantes bajo dos condiciones de
iluminacién. La presencia de luz -e-
sulté determina 1ite y necesaria para
el desarrolloin vitro de los explantas.
El ntimero de si:gmentos cultivacos
en la oscuridad jue presentaron for-
macién de callys, fue menor que
aquellos cultiva los bajo luz fluores-
cente, y el desa ‘rollo de las células
ocurrié mas lent iamente en las condi-
ciones de oscuricad. Los callos desa-
rrollados en con licionss de luz, pre-
sentaron a los 15 dias después de la
siembra, el dobl: del tamaifio y un
mayor grado de compactacién qae
aquellos sembra los er. la oscuridad.
Estos callos, corienzaron a mostrar
zonas de coloracion verdosa 20 dias
después de la siembra, pero no se
observé el desar -ollo de ningtin tioo
de estructura de Inida a partir de las
masas celulares.

En el cuacro 5 se resume la
respuesta exhib:da por los segmen-
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Cuadro 3. Efecto de la procedencia del explante en el desarrollc de
segmentos de hojas de ajonjoli 30 dias después de la
siembra en condiciones in vitro.

Inamar Arawaca
. Campo  Umbréculo  Camno  Umbriculo
Segmentos 50 50 50 50
sembrados
Segmentos 06 50 08 50
con callos
% Segmentos
con callos ”12 100 16 100

Cuadro 4. Efecto de la intensidad luminosa en e . dessarrollo in vitro
de segmentos de hojas de ajonjoli 15 dias después de la

siembra in vitro.

Inamar Aré.ﬁvaca
. 1w Oscuridad = ILwz  Oscuridad
Segmentos 50 50 50 50
sembrados
Segmentos 50 10 4" 06
con callos
% Segmentos
‘con callos 100 20 91 12

tos de hojas, provenientes de plantas
cultivadas en condiciones de umbra-
culo, sembrados en medios con dis-
tintas combinaciones de sales mine-
rales. Como puede observarse el me-
jor desarrollo se obtuvo en los ex-
plantes creciendo en el medio con las
sales MS. Es de hacer notar, que los
explantes creciendo en medio sin sa-
les minerales no manifestaron nin-
gin tipo de cambio morfolégico, pero
mantuvieron siempre su coloracién
verdosa.

El oscur:cimiento de los tejidos
fue la causa [ rincipal de pérdida de
los explantes Los segmentos sem-
brados en el medio NN o MPL no
mostraron ningun tipo de desarrollo,
oscureciéndos e gradualmente desde
las puntas de’ segmento hacia el cen-
tro del mismc.

El oscur 2cimiento fue un proce-
so lento, de aproximadament: dos
semanas. Lz lent‘tud del proceso
pudo ser debido a la accién de antio-
xidantes natirales presentes ¢n los
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Cuadro 5. Efecto de las sales minerales del medio de cultivo en el
desarrollo in vitro de segmentos de hojas de ajonjoli
(provenientes de plantas cultivad:s en umbraculo)

sembrados in vitro.

Inamar i A_ra}vacg -
Sales% Seg. Seg. con % Seg. Seg. con
Minerales Sembrados callo ~~ Sembrados callo
MS 50 50 100 50 47 94
NN 50 00 00 50 00 00
MPL 50 00 00 50 02 04
SN 50 00 00 50 00 00

tejidos de ajonjoli, mds especifica-
mente del sesamol, el cual puede fre-
nar la accién de las polifenoloxida-
sas. Sin embargo, la situacién de es-
trés del tejido pudiese impulsar la
sintesis de compuestos fenélicos
como mecanismo de defensa, a tal
grado que el contenido interno de
antioxidantes no puede frenar por
completo el proceso oxidativo de di-
chos compuestos. La disminucién o
eliminacién de las sales minerales
en el medio SN disminuiria la tasa
metabélica del tejido, en tal grado,
que la accién oxidativa no puede lle-
varse a cabo, con la consecuente co-
loracién verdosa de los tejidos. Sin

embargo, 1a mi: ma falta de nutrizn-
tes seria la resnonsable de no or.gi-
nar ningdn tipe de cambio morfolé-
gico en los segn entos de hoja.

El medi/o compuessto por las sa-
les MS propicié los mayores porcan-
tajes de formac 6n de callos. Al ccm-
parar las formt laciores de las ccm-
binaciones min::rales estudiadas, se
destaca que las ;ales MS forman vna
solucién rica en nutrientes, lc que
hace suponer u1 requerimiento ele-
vado de nutrier tes por parte de los
segmentos de hajas de ajonjoli para
establecerse y 1 osteriormente desa-
rrollarse in vitr.

Conclusiones

Para inducir el desarrollo de
segmentos de hojas de ajonjoli, éstos
deben desinfestarse con una solucién
de hipoclorito de sodio al 1% p/v (i.a.)
durante 5 min. Los segmentos de
hojas deben provenir de plantas cre-
ciendo en condiciones de umbraculo,

y deben sembrarse en medio de cul-
tivo conteniend» las sales minerales
MS. Los explan ;es deben sembrarse
bajo luz fluores :ente con una inten-
sidad aproximada de 16.95 Wm™ y
un fotoperiodo c e 16 hrs, a una tem-
peratura de 25:: 2°C.
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