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Evaluacion de reguladores de crecimiento
para la induccion de callo en Aloe vera L.
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Resumen

La zabila (Aloe vera L.) posee innumerables aplicaciones en la industria cosmética y me-
dicinal, debido a los metabolitos secundarios que ella produce. Considerando que el creci-
miento de esta planta es lento y que deben esperarse hasta 3 (tres) afos para alcanzar grandes
rendimientos, en este trabajo se evaluaron diferentes combinaciones de reguladores de creci-
miento para inducir callo en explantes de hojas jovenes de plantassilvestres, con el fin de lograr
altos porcentajes de formacion de callos que seran utilizados en futuros estudios para la pro-
duccion de metabolitos secundarios. Los explantes se cultivaron en medio Murashige y Skoog
(MS) suplementado con auxinasy citoquininas. Se observé que la adicion de sustancias regula-
doras del crecimiento es necesaria para la obtencion de mejores porcentajes de formacion de
callos. Por ejemplo, cuando los explantes se cultivaron en MS sin hormonas (control), la forma-
cion de callos fue del 3%. Cuando se afladieron auxinas (AIAy ANA)y citoquininas (BA y ki-
netina) solas al medio MS los mejores resultados se obtuvieron con 2 mgL-' de AIA observan-
dose un 40% de formacion de callos. Con citoquininas solas, los mejores resultados se obtuvie-
ron con BA, observandose un 17% de formacion de callo con una concentracion de 1 mgL-. Al
combinar auxinas con citoquininas, los resultados dependieron de la concentracion y tipo de
combinacién auxina/citoquinina empleada, obteniéndose 95% de formacién de callos con la
combinacion de 1 mgL-! de AIA y 0,1 mgL-! de BA.
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Evaluation of growth regulators for calli induction

in Aloe vera L.

Abstract

Aloe vera L. has various uses in the cosmetic and medicinal industries because of the sec-
ondary metabolites it produces. Considering that the growth of this plant is very slow and it is
necessary to wait up to 3 years to obtain high yields, this study evaluates different growth regu-
lator combinations to induce calli formation using the young leaves of wild plants as explants in
order to get high calli formation percentages that could be used in future studies for secondary
metabolite production. Explants were cultivated in a Murashige & Skoog (MS) medium sup-
plemented with auxins and/or cytokinins. It was observed that the addition of growth regulators
is essential for obtaining higher percentages of calli formation. For example, when explants
were cultivated in MS without hormones (control), calli formation was 3%, while when auxins
were added, calli formation was 40% with 2 mgL-" of AIA. When cytokinins were added to MS
medium, 17% calli formation was observed with 1 mgL-! of BA. When auxins and cytokinins
were combined, results varied depending on the concentration and type of auxin/cytokinine
combination. With a combination of 1 mgL-! AIA and 0.1 mgL-! BA, 95% calli formation was

obtained.
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Introduccion

La zabila (Aloe vera L.) es una planta de amplia distri-
bucion en las zonas tropicales y subtropicales, con enorme
importancia econémica y medicinal [4, 23, 33]. Se adapta
de manera natural en las zonas aridas y semiaridas de Ve-
nezuela donde desarrolla excelentes bondades agrondmi-
cas, no presenta grandes exigencias y permite obtener de-
rivados de calidad que son cotizados en el mercado inter-
nacional [9].

Se le atribuyen multiples aplicaciones, entre éstas, su
uso en la medicina folcldrica tradicional y en la industria
cosmética para la elaboracion de champu, lociones, cre-
masy una infinidad de productos. Los usos medicinales de
la zabila son ampliamente conocidos; se ha descrito su ac-
cién antiviral, antibacteriana, antimicdtica y antiinflama-
toria [22], anticancerigena [6] y contra quemaduras [14].
También destaca su actividad contra enfermedades de la
piel y en los desdrdenes intestinales [36]. Se incluyen pro-
piedades analgésicas y en la cicatrizacion de heridas [12],
como calmante del dolor y regenerador de los tejidos [11],
asi como laxante [29]. Asimismo, en los ultimos afos se
han publicado trabajos describiendo el uso de la zabila en

la elaboracion de bebidas y alimentos funcionales [34] y
como anticorrosivo en pinturas epdxicas [27].

En Venezuela, se ha observado un aumento de la exten-
sion de los cultivos de zabila en los estados Sucre, Anzoa-
tegui, Falcon, Lara y Zulia, ocupando una superficie sem-
brada de mas de 10.000 hectareas para el afio 2006 [10].

La produccion y el procesamiento del cultivo de zabila
en Venezuela es explotado de manera tradicional y artesa-
nal siendo poco aprovechado como fuente de ingresos de
las zonas productivas, lo cual resulta, a su vez, en la baja o
nula competitividad de Venezuela en el atractivo mercado
mundial que ha tenido este rubro durante los tltimos anos
[25, 26]. Asimismo, los productores tradicionales deben es-
perar hasta 3 afios para que la planta alcance la madurez y
pueda ser vendida en forma de “pasta” (acibar o exudado
de la hoja, deshidratado de forma artesanal) o la penca
(hoja entera). Ello ha impulsado el desarrollo de alternati-
vas como los programas de cultivo in vitro que aparecen
como una opcion para la obtencién de mayores volimenes
de produccion de los metabolitos secundarios de esta plan-
ta, utilizados en las industrias cosmética y medicinal.

De esta manera, las técnicas de propagacion in vitro
constituyen en la actualidad una herramienta fundamen-
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tal para incrementar el nimero de plantas sanas en menor
tiempo, sin complicaciones climaticas, ya que esta planta
no se desarrolla en climas frios y sin necesidad de grandes
extensiones de tierra para cultivos.

El cultivo de callos puede ser una alternativa para la ob-
tencion de algunos de estos metabolitos secundarios lo
que podria permitir la produccion a gran escala de dichos
compuestos que presentan gran actividad bioldgica [15].
Existe escasa informacion sobre la callogénesis en A. vera.
En 1987, Racchi [28] cultivo diferentes explantes de A. fe-
rox Mill. y obtuvo callos a partir de semillas. Roy y Sarkar
[30] obtuvieron callos de A. vera a partir de segmentos axi-
lares de tallo con 2,4-D y kinetina. Otros estudios se han
llevado a cabo con la finalidad de optimizar protocolos
para el cultivo in vitro de la zéabila [2, 16, 18].

De la aplicacion de 2,4-D, BA (N6-benciladenina) y ki-
netina al medio de cultivo Murashige y Skoog han sido pu-
blicados como parte de una serie de trabajos que se vienen
adelantando para la obtencion de callos de zabila para su
conservacion en un banco de germoplasma como material
base para ser utilizado en futuros estudios de suspensiones
celulares [17]. De este modo, se pueden aplicar diferentes
sustancias consideradas elicitoras que permitan incre-
mentar el contenido de aloina y aloe-emodina, dos de los
compuestos con innumerables propiedades farmacoldgi-
cas y cosméticas en esta planta.

Este trabajo tuvo como objetivo continuar con los estu-
dios de evaluacion de las combinaciones de diferentes re-
guladores de crecimiento para la induccion de callos en z4-
bila como paso esencial a fin de lograr cultivos de mayor
longevidad que luego serdn estudiados para verificar su
potencial como productores de metabolitos secundarios
de interés comercial. Se determind el efecto del dcido naf-
talenacético (ANA) y acido indol acético (AIA) (a dife-
rentes concentraciones), y en combinacion con bencilade-
nina (BA) y kinetina (Kin) para la induccién y estableci-
miento de callo a partir de hojas de plantas silvestres de
Aloe vera.

Materiales y métodos

Las plantas de zébila empleadas para este estudio fue-
ron colectadas de plantaciones ubicadas en los alrededo-
res de los jardines del Departamento de Biologia de la Fa-
cultad Experimental de Ciencias de la Universidad del
Zulia, en el Sector Grano de Oro, Municipio Maracaibo,
estado Zulia, Venezuela. A partir de estas plantas se obtu-
vieron las hojas que fueron utilizadas como explantes pri-
marios.

Las hojas, de aproximadamente 10 a 20 cm de longitud,
se lavaron con agua corriente y se esterilizaron con etanol
70% durante 1 minuto, se lavaron una vez en agua destila-
da estéril y luego se sumergieron en una mezcla de hipo-
clorito sédico al 1% con tres gotas de Tween 20 durante 20
minutos. Por ultimo, las hojas se pasaron tres veces por
agua destilada estéril para eliminar los restos de hipoclori-
toy etanol.

Las hojas se cortaron en segmentos de aproximada-
mente 10-20 mm? bajo condiciones de esterilidad en una
cdmara de flujo laminar. Los explantes se colocaron en
placas de Petri, de 90 mm de didmetro que contenian 25
mL de medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) [20] su-
plementado con sacarosa al 3%, agar al 0,.9% y 0,1 gL' de
acido ascorbico con el fin de prevenir la oxidacion del me-
dio por los compuestos fendlicos. El pH del medio se ajus-
t6 a5,7-5,8.

Para la induccion de callos a partir de hojas de plantas
silvestres de A. vera se anadieron al medio de cultivo MS
diferentes combinaciones de ANA y AIA 'y de las citoqui-
ninas BA y Kin. Las concentraciones de ANA y AIA fue-
ron 0,1; 0,5; 1y 2 mgL-! combinadas con cada una de las
concentraciones utilizadas para BAyKinde 0,1;0,5; 1; 2; 3
y 5 mgL-!. También se probaron las auxinas y las citoquini-
nas solas en concentraciones de 0,1; 0,5; 1; 2; 3y 5 mgL-.
Como control, se sembraron explantes de hojas en medio
MS sin hormonas.

Se sembraron 5 placas de Petri con 4 explantes de hoja
cada una (20 explantes en total), con tres repeticiones para
cada uno de los tratamientos. Las placas sembradas para
cada tratamiento se colocaron en cuarto de crecimiento
con 12 horas de luz (intensidad de luz de 60 umolm-—2s!) a
25+1°C de temperatura.

Se cuantific6 el nimero de explantes que formaron ca-
llo en los distintos tratamientos, durante las primeras 4 se-
manas de cultivo (30 dias).

Se empled un diseno estadistico completamente al
azar, los datos fueron analizados con el software SPSS
(SPSS Statistics 17) utilizando el test de varianza ANOVA
y las diferencias entre las medias se determinaron median-
te el test Tukey (p=<0,05).

Resultados y discusion

La mayoria de los estudios en A. vera se han llevado a
cabo usando 2,4-D; por ello, en este trabajo se probaron
otras auxinas como ANA y AIA combindndolas con BAy
kinetina.

Al anadir las diferentes concentraciones de auxinas y
citoquininas, los resultados en cuanto a induccion de callo



en los explantes de A. vera, fueron variables. Cuando los
explantes de hojas se cultivaron en medio MS sin hormo-
nas (control) se formaron callos en los cortes realizados a
dichos explantes en muy escaso porcentaje (3%). Esta for-
macion de callo en el medio sin hormonas podria explicar-
se por la presencia en el explante (hojas) de cierto nivel en-
ddgeno de auxinas que permite la desdiferenciacion y pro-
liferacion celular [35]. De igual manera, cuando se afadie-
ron auxinas (AIAy ANA) y citoquininas (BA o Kin) solas
al medio de cultivo, la induccién de callo en los explantes
de hoja fue baja, promoviendo la formacion de callo a los
30 dias de cultivo dependiendo de la concentracion hor-
monal (Figura 1). Con AIA, el maximo porcentaje de for-
macion de callos fue de 40%, con una concentracion de 2
mgL-'. Eluso de ANA indujo la formacion de callos en un
7%, siendo la concentracion mas efectiva 5 mgL-'. Cuando
los explantes de hojas de A. vera se cultivaron en medio
MS con citoquininas solas, los mejores resultados se obtu-
vieron con BA, observandose un 17% de formacion de
callo con una concentracion de 1 mgL-!, mientras que con
kinetina el porcentaje maximo fue del 5% con una concen-
tracion de 0,1 mgL-.

Al anadir conjuntamente auxinas y citoquininas al me-
dio de cultivo, los resultados obtenidos dependieron de la
concentracion y tipo de combinacion auxina/citoquinina
empleada (Figura 2). La mejor respuesta se obtuvo al
combinar AIA y BA, llegandose a encontrar un 95% de
formacién de callos con la combinacion 1 mgL-' de AIAy
0,1 mgl-! de BA (la diferencia entre las medias fue signifi-
cativa al nivel p=0,05, segiin Tukey). Con AIA y kinetina el
porcentaje maximo de formacién de callo fue de 72% con
0,1 mgL-!' de AIA y 5 mgL-* de kinetina.
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Cuando se us6 ANA junto con BA (Figura 3A), se in-
dujo la formacién de callo en nimero elevado de explan-
tes, obteniéndose respuestas del 75% (Tukey, p=0,05) con
la combinacién de 0,5 mgL' de ANA 'y 0,5 mgL-' de BA.
Los porcentajes de callogénesis fueron superiores a aque-
llos obtenidos con ANA y Kin (Figura 3B) en la mayoria
de las combinaciones probadas y superiores también a los
encontrados con ANA y las citoquininas solas. La mejor
respuesta se obtuvo con 0,5 mgl-' de ANA 'y 3 mgl-! de ki-
netina con 50% de formacién de callo. En Castilleja tenui-
flora también se obtuvieron bajos porcentajes (10%) de
formacién de callos usando ANA (10 uM) y medio MS en
explantes de hojas [32]. No obstante, en Hevea brasiliensis,
al combinar 1 mgL-' de ANA con 1 mgL-'de BA enlos clo-
nes pb254 y £x3864, se obtuvo mayor nimero de callos des-
pués de 25 dias de cultivo (60y 70% respectivamente) [3].

En un estudio anterior [17] se iniciaron cultivos in vitro
de callos a partir de hojas jovenes de plantas silvestres de
A. vera combinando 2,4-D con BAy kinetina obteniéndose
resultados mas altos (entre 80y 87% hasta 95%) que los
encontrados en el presente trabajo, con la mayoria de las
combinaciones de 2,4-D y BA.

Las desviaciones estandar fueron muy variables tanto
en los tratamientos con auxinas y citoquininas solas como
al combinar ambas. Esto puede deberse a que el explante
inicial posee algunas células diferenciadas y otras indife-
renciadas por lo que la respuesta se manifestara de acuer-
do aladiversidad de tejidos presentes, ocasionando mayor
variacion.

Como se ha podido observar, los resultados obtenidos
indican que la formacion de callo en explantes de hojas sil-
vestres de zdbila se ve favorecida al combinar auxinasy ci-
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Figura 1. Efecto de diferentes concentraciones de AIA, ANAYylas citoquininas (BAy Kin) solas en la induccién de callo a partir de ex-
plantes de hojas de plantas silvestres de Aloe vera. Promedio de 3 experimentos + D.E. Letras diferentes indican diferencias
significativas segin Tukey (p=<0,05).
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Figura 2. Efecto de diferentes concentraciones de AIA combinadas con las citoquininas BA (A)y kinetina (kin, B) en la induccion de
callo a partir de explantes de hojas de plantas silvestres de Aloe vera. Promedio de 3 experimentos + D.E. Letras diferentes

indican diferencias significativas segtin Tukey (p=< 0,05).

toquininas, demostrando que el balance auxina:citoquini-
na es importante para la formacion de callos en altos por-
centajes y que las respuestas in vitro son altamente depen-
dientes del genotipo, del estado de desarrollo de la planta
donadora y del tipo de explante en si [24]. Tomando en
cuenta el bajo porcentaje de formacion de callos con AIA
y ANA solas, es probable que la presencia de BA al combi-
narla con AIAy ANA, sea determinante para lograr mejo-
res respuestas. Es bien conocido el efecto promotor del
BA enla formacion de callo en otras plantas [1]. De hecho,
algunos autores propusieron una accion directa del BA en
la induccion callogénica [5, 7], mientras que otros [13]
apuntaron a un efecto indirecto al incrementar las concen-
traciones de las citoquininas naturales. En otros estudios
se ha observado que el uso de BA puede inducir cambios
en las células parenquimaticas localizadas alrededor de
los haces vasculares, promoviendo la formacién de agre-
gados celulares o meristemoides, que conducen a la for-

macion de callo [31]. Sin embargo, existen evidencias del
gran potencial del AIA en la induccion de callos, lo que ex-
plicaria el alto porcentaje obtenido al combinar AIA con
BA como una respuesta a la posible accion del AIA en el
desarrollo de tejidos vasculares [19]. Asimismo, los altos
porcentajes de formacion de callos con AIA y ANA, pue-
den deberse a una alta concentracion endogena de auxinas
en el explante, ya que se ha descrito que la aplicacion exdge-
na de auxinas induce la acumulacion enddgena de éstas [8].

En el presente trabajo, tanto con BA como con kineti-
na, se observd ennegrecimiento de los explantes; sin em-
bargo, los porcentajes de necrosis fueron mayores en los
medios que contenian combinaciones de AIA y Kin. Estos
resultados concuerdan con los descritos en otros trabajos
donde se ha observado que la adicién de kinetinay BA en
el medio de cultivo puede oscurecer el color de los callos
[3, 21] por la oxidacion de los compuestos fenodlicos pre-
sentes en las hojas de esta planta.
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Consideraciones finales

Los resultados del presente estudio muestran que a tra-
vés de la manipulacioén del medio de cultivo y de las con-
centraciones de reguladores de crecimiento se puede in-
ducir la formacién de callo (desdiferenciacion celular) a
partir de hojas jévenes de plantas silvestres de Aloe vera, 1o
que ofrece grandes posibilidades para el desarrollo futuro
de estudios posteriores, especialmente para medir pro-
duccion in vitro de metabolitos secundarios como aloinay
aloe-emodina, con innumerables aplicaciones médicas y
cosméticas.
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