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Resumen

Aloe vera L. contiene metabolitos secundarios de accion cicatrizante, antinflamatoria y
protectora de la piel; ademas presenta propiedades bactericidas, laxantes y agentes
desintoxicantes. La alta demanda de esta especie en las industrias farmacéutica y de
cosméticos ha provocado que el cultivo tradicional sea insuficiente para satisfacer el mercado
actual. En Cuba, es utilizada como constituyente de numerosos productos farmacéuticos y
cosméticos. Actualmente, una gran parte de la materia prima de Aloe es importada debido a la
inexistencia de poblaciones suficientemente grandes para suplir toda la demanda. La
propagacion in vitro es una de las alternativas para incrementar la disponibilidad de biomasa de
esta especie. La presente investigacion se realizo con el objetivo de desarrollar un protocolo de
propagacion in vitro de A. vera. En la fase de establecimiento se realiz6 un experimento que
combind la época de toma del material vegetal (seca y lluvia) con diferentes concentraciones
de hipoclorito de sodio en la desinfeccion de los explantes (1,0; 2,0 y 3,0 %). Para la
multiplicacion de los brotes establecidos se estudio el manejo de los explantes realizandose un
corte transversal y un corte transversal-longitudinal a los mismos. Luego se estudiaron dos
concentraciones de 6-BAP (2,0 y 8,0 mg.L™) combinadas con AIB (0,5 mg.L™") en los
medios de cultivos con el objetivo de incrementar el coeficiente de multiplicacién. Asimismo
se evaluaron sustratos en la fase de aclimatizacion de las plantas utilizando en diferentes
proporciones el Compost de cachaza y la zeolita (100/0 %, 75-25 %, 50/50 %, 25-75 %, 0/100
% respectivamente). Los resultados mostraron que se logré el establecimiento in vitro de apices
con un 93 % de explantes libres de contaminantes microbianos tomando el material vegetal en
la época de seca y desinfectandolo con NaClO al 2,0 % durante 15 min. En la fase de
multiplicacién se obtuvieron los mejores resultados en los medios de cultivo que contenian la
combinacién de 2,0 mg.L™" de 6-BAP y 0,5 mg.L™ de AIB, realizando un corte transversal a los
brotes. En estas condiciones se obtuvieron coeficientes de multiplicacion de 5,1. En la fase de
aclimatizacion se lograron porcentajes de supervivencia del 100 % y los mejores resultados en
cuanto al crecimiento de las plantas se obtuvieron con el sustrato que contenia el 100 % de
Compost de cachaza. Los resultados permiten disponer de un protocolo de propagacion in vitro
con el cual es posible obtener en un afio 12 612 plantas a partir de un hijo de planta adulta.
Este protocolo ademas tiene la ventaja que las plantas obtenidas son uniformes, sanas y
presentan rejuvenecimiento fisiolégico lo que influird satisfactoriamente en el crecimiento y
desarrollo de las plantas en el campo. En nuestro pais la presente investigacion constituye el
primer reporte del desarrollo de un protocolo de propagacion in vitro en esta especie.

Palabras clave: aclimatizacion, cultivo de tejidos, establecimiento in vitro, multiplicacién in vitro,

sabila, yemas axilares.



Abstract:

Aloe vera L. contains secondary metabolites of healing action, anti-inflammatory and protective
of the skin, it also provides antibacterial properties, laxative and detoxifying agents.

The high demand of this species in the pharmaceutical and cosmetic industries has caused that
the traditional crop is insufficient to satisfy the current market. In Cuba, this plant is used as a
constituent of many pharmaceutical and cosmetic products. Currently, a large part of Aloe raw
material is imported due to the lack of sufficiently large populations to meet all the demand. In
vitro propagation is one of the alternatives to increase the availability of biomass of this species.
This research was carried out in order to develop a protocol for in vitro propagation of A. vera. In
the establishment phase, an experiment that combined the time of gathering plant material (dry
and rain) with different concentrations of sodium hypochlorite in the disinfection of explants (1.0-
2.0 and 3.0 %) was conducted. For the shoots multiplication explants management was studied.
A transversal cut and a transversal-longitudinal cut was carried out. Two concentrations of 6-
BAP (2.0 and 8.0 mg.L™") combined with AIB (0.5 mg.L™") in the culture media were studied to
increase the multiplication coefficient. Besides substrates in the acclimatization phase of plants
were evaluated using different proportions of the cachaza Compost and zeolite (100 /0 %, 75 —
25 %, 50 / 50 %, 25-75 %, 0 /100 % respectively). The results showed that in vitro
establishment of apices with 93 % of microbial pollutant-free explants was achieved taking
plant material in the dry season and disinfecting with sodium hypochlorite to 2.0 % for 15 min.
In the multiplication phase were obtained best results in culture medium containing the
combination of 2.0 mg L™ of 6-BAP and 0.5 mg L™ of AIB, making a transversal cut to shoot.
Multiplication coefficients of 5.1 were obtained under these conditions. Survival rates of 100 %
were achieved in the acclimatization phase and the best results of plants growth were obtained
with the substrate containing 100 % of Compost of cachaza. The results provide an in vitro
propagation protocol which allows obtaining in a year 12 612 plants from a shoot of adult plant.
This Protocol also has the advantage that the plants obtained are uniform, healthy and
physiological rejuvenation which will successfully influence the growth and development of
plants in the field. In our country this research is the first report of the development of a in vitro
protocol for propagation in this species.

Key words: acclimatization, axillary buds, in vitro establishment, in vitro multiplication, tissue

culture.
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Introduccion

1. Introduccion

Las plantas son fuentes de productos metabdlicos de importancia comercial, empleados en
las industrias farmacéutica, alimenticia, de cosméticos y como fuentes de numerosas
sustancias de interés agroquimico (Karuppusamy, 2009). Se estima que mas de 100 000

metabolitos secundarios son producidos por las plantas (Bhalla et al., 2005).

Aloe vera L. (sébila) pertenece a la familia Liliaceae, originaria del norte de Africa e
introducida en las Antillas y América tropical donde crece en forma natural y se cultiva
comercialmente (Albany et al., 2006). Es una planta perenne con hojas suculentas de color
verde-gris, dispuestas en rosetas. Presenta inflorescencias densas de color frecuentemente

amatrillo.

Los compuestos extraidos de las hojas de A. vera poseen propiedades excepcionales que
los hacen indispensables en la elaboracion de multiples productos terapéuticos nutricionales
y de belleza (Afez y Vasquez, 2005; Vega et al., 2005). Tiene enorme demanda en las
industrias farmacéuticas y cosméticas (Anuree et al., 2010). Es por esto que el mercado de

sus productos ha mostrado un marcado y sostenido ascenso (Pina-Zambrano, 2005).

La liberacion temprana de polen con respecto a la receptividad del estigma (protandria) en
combinacién con la autoincompatibilidad reduce las oportunidades para la autopolinizacion
en las flores hermafroditas (Imery, 2008). Este aspecto dificulta la propagacion sexual de
esta especie, realizandose entonces de forma vegetativa a través de hijuelos. Sin embargo,
la tasa de propagacion convencional por esta via es demasiado lenta y baja (Barcroft, et al.,
2003). Esto conlleva a una insatisfacciéon en la demanda necesaria para la produccion
comercial (Arvind, 2010). Ademas de los riesgos que puede conllevar este tipo de

propagacion en la diseminacion de enfermedades fungosas y bacterianas (Rincén, 1998).
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Por todo lo expuesto se acentia el déficit de estas plantas en el mercado nacional e
internacional y el cultivo de tejido se ha convertido en una de las alternativas tecnolégicas

ampliamente utilizadas para la propagacion en este cultivo (Matos et al., 2000).

Es comprensible entonces el interés de grandes industrias en la producciéon de compuestos
naturales de importancia comercial, cuya calidad y costos no se afecten por condiciones
climéticas, sanitarias o politicas de la region de produccion. Es en este contexto, donde los
avances de la biotecnologia vegetal, especialmente el cultivo de células y tejidos constituyen

una alternativa para la produccion de cultivos de gran interés (Vanisree y Tsay, 2007).

La micropropagacion de A. vera ha sido informada por Natali et al. (1990), Meyer y Standen
(1991), Aggarwal y Barna, (2004), Albany et al. (2006), Matos (2007), Anusree et al. (2010),
Jayakrishna et al. (2011). Sin embargo, la fuente de explante, el tamafio, edad, el genotipo,
la composicion del medio de cultivo, las condiciones de cultivo, la hiperhidricidad, el
contenido fendlico de los brotes y la supervivencia ex vitro afecta grandemente la
regeneracion de plantas en los diferentes genotipos de esta especie. En Cuba hasta el

momento no se existen investigaciones previas sobre el cultivo in vitro de A. vera.
Problema cientifico

El cultivo in vitro de A. vera se ve afectado por bajos porcentajes de establecimiento in vitro y
bajos coeficientes de multiplicacién, por lo cual es necesario realizar estudios para lograr

mejorar estos aspectos, con el fin de desarrollar un protocolo de micropropagacion.
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Hipotesis
A partir del empleo de plantas de campo, el establecimiento de las condiciones para el

cultivo in vitro y la evaluacioén de la respuesta de las plantas a diferentes sustratos durante la

aclimatizacioén se podria desarrollar un protocolo para la propagacién in vitro de A. vera.

Por lo anteriormente expuesto, en este trabajo nos trazamos los siguientes objetivos:
Objetivo general:

Desarrollar un protocolo para la propagacion in vitro de A. vera.

Objetivos especificos:

1-. Establecer in vitro plantas de A. vera,

2-. Determinar el efecto del manejo del explante y reguladores del crecimiento en la

multiplicacién de plantas in vitro,

3-. Evaluar la respuesta de las plantas micropropagadas a diferentes sustratos durante la

aclimatizacion.
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2. Revision Bibliogréfica

2.1 Aloe vera L. Generalidades

2.1.1 Origen, habitad y distribucién

Aloe vera L. conocida como sabila, es una planta de la costa Noroccidental de Africa y
actualmente se cultiva principalmente en Africa del Sur, América Latina y el Caribe (Imery y
Cequea 2001, Vega et al. 2005). A. vera se cultiva en alturas de 400 a 2,500 msnm, aunque
en Cuba se obtienen buenos rendimientos en plantaciones a alturas inferiores a 400 msnm.
La planta crece mejor en un clima seco, con temperaturas entre 18 y 40°C, precipitacion
pluvial de 400 a 2,500 mm anuales y humedad relativa de 65 a 85%. Segun Garcia (2002) no
crece en bosques lluviosos ni en desiertos aridos. Sobrevive bien a una sequia prolongada.
Esto le permite crecer en lugares soleados, rocosos y pedregososen cualquier tipo de tierra.
Sin embargo, es fundamental que exista un buen drenaje. La planta prefiere suelos
arenosos, franco arenosos y franco arenoso-arcillosos, con suficiente materia organica.
Ademas se desarrolla en un pH ligeramente acido, no crece en areas pantanosas.

La sabila requiere de luz solar directa, por lo que se recomienda cultivar sin la asociacién con
otros cultivos. Es muy sensible a la sombra, asi como a la competencia de la maleza por
obtener nutrientes (Sanchez, 2006).

2.1.2 Clasificacion taxondmicay caracteristicas botanicas

Segun el sistema de clasificacion sugerido por Sauget (1946) la taxonomia de la especie es
la siguiente:

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Orden: Liliales

Familia: Liliaceae
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Género: Aloe

Especie: Aloe vera

N. comun: sabila

2.1.2.1 Descripcion de la familia Liliaceae

La familia Liliaceae comprende unos 125 géneros y 1400 especies de amplia distribucién
(Sauget, 1946) que pueden ser hierbas, arbustos o arboles, comiunmente con rizomas o
bulbos. Las plantas presentan hojas alternas, rara vez con peciolo claramente definido.
Flores masculinas y femeninas, regulares. El ovario es supero; periantio petaloideo de seis
partes semejantes en dos series. Presenta seis estambres, hipéginos o insertos en el
periantio. Los carpelos aparecen unidos y generalmente son tres. Ovario cominmente tres-
lobulado o globoso. El fruto es en capsula o baya.

2.1.2.2 Descripcién botanica de Aloe vera

Es una planta carnosa, acaulescente o casi acaule, estolonifera. Presenta hojas gruesas,
amontonadas, los margenes con dientes espinosos-dentados; con 2,0 cm o menos de
separacion. Las hojas son estrechamente lanceolados, de 3,0 a 6,0 dm de largo, largamente
acuminadas, de color verde glauco palido. En el interior son acuosas. Las flores en racimos
nodosos. Escapo robusto; de 6,0 a 12 cm de alto, portando escamas agudas distantes. Los
racimos densos, de 1,0 a 3,0 cm de largo; bracteas de lanceoladas a aovadas agudas
distantes, mas largas que los cortos pedicelos. Las flores son de color amarillo, anaranjado,
purpura y rojo dependiendo la variedad, como de 2,5 cm de largo. El periantio es sub-
cilindrico, los segmentos conniventes o coherentes y sus puntas algo extendidas, los
estambres son seis, poco mas o menos del largo del periantio con filamentos delgados y
anteras oblongas. El ovario sésil, tres-angular y tres-locular, estilo aleznado, mas largo que el

periantio, terminado por el pequefio estigma. Los 6évulos son humerosos en cada cavidad del
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ovario. Cipsula coriacea, con dehiscencia loculicida. Presenta numerosas semillas de color
negro (Roig y Mesa, 1974).

2.1.3 Enfermedades del cultivo

Las principales enfermedades en esta planta son producidas por hongos tales como
Fusarium alternata, Phythophtora sp., Sclerotium solani, provocando dafios en el cuello de
las plantas y en el sistema radical. Estos ocasionan que las plantas se decapiten, sequen y
mueran. Generalmente el exceso de humedad en el suelo provoca estos fendmenos
adversos. Otros hongos detectados en las hojas han sido Colletotrichum sp., Cladosporium
sp y Curvularia sp., que producen manchas en la superficie y en los bordes, asi como
endurecimiento de las puntas de las hojas (Garcia, 2002).

2.1.4 Importancia econémica del cultivo

Su uso data hacia el afio 2.200 AC en escritos cuneiformes en la tabla de Arsubanipal, en la
ciudad de Nippur. También se cita en diversos papiros y documentos egipcios hacia el afio
1550 AC. Aun cuando ya se usaba con mucha anterioridad, con fines medicinales y en
técnicas de embalsamiento, aparece descrita en los primeros tratados de farmacologia
griega y en textos biblicos. Uno de sus compuestos mas importantes es citado como el
acibar (sustancia resinosa medicinal) de la flor roja del aloe de Socotora, empleado con mirra
por Nicodemo, para preservar el cuerpo de Cristo (Sanchez, 2006).

Existen alrededor de 300 especies de Aloe, de las cuales se han demostrado cientificamente
gque son cuatro las que presentan las mayores propiedades medicinales: Aloe barbadencis
Miller, Aloe perry Baker, Aloe arborencens. No obstante A. barbadencis Mille (=Aloe vera L.)
(Gui, 1990), es considerada como la mas utilizada en la medicina curativa y la mas popular
en el mundo entero (Vega et al. 2005).

A. vera es una planta econémicamente importante por sus propiedades terapéuticas

excepcionales (Rehm y Espig, 1991). Tiene enorme demanda en las industrias farmacéutica
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y cosmética (Das et al., 2010). La planta ha sido usada como analgésico, en la cicatrizacion
de heridas y agente antimicrobiano (Ndhlala et al., 2009; Jia et al., 2008), como calmante del
dolor, regenerador de los tejidos, antimicotico (Jasso et al., 2005), laxante (Rivero et al.,
2002) y en la industria alimentaria (Vega et al., 2005).

En su uso interno en el organismo ayuda al higado, los rifiones y el sistema linfatico en su
funcién depurativa. Es estimulante del sistema inmunitario del organismo; ayuda en los
problemas éseos y articulares; estimula y reequilibra las funciones digestivas, es por tanto
atil en los casos de gastritis y Ulceras, colitis (Hammam, 2008). Es un antioxidante y un
antitumoral (Lee et al., 1997). No injustamente es considerada la reina de las plantas
curativas. En la industria de cosméticos se encuentra bajo muchas formas: gel, pomada,
locion, crema y jabones.

La sébila es utilizada en Cuba frente al virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1 (Rivero et al.,
2002), en el tratamiento del asma bronquial (Rodriguez et al., 2004). También es usada en el
tratamiento tépico de las Ulceras postrombéticas (Ascafio y Quifiones, 2003) y para curar el
moquillo en las aves.

2.2 Propagacion

2.2.1 Propagacioén convencional de A. vera

Es una planta que se propaga en forma sexual y asexual. La propagacion asexual es por
medio de vastagos, bulbos o tallos de una planta adulta. La que mas se recomienda es por
medio de vastagos (a través de retofios de raices), ya que la planta puede generar hasta 20
vastagos.

Cuando la planta va sacando retofios, se seleccionan los que midan unos 15cm,
elimindndoles las raices y hojas més viejas dejando de cuatro a cinco hojas para evitar que
se dafien. Los hijos pueden plantarse directamente en el area de produccién o ser

previamente colocados en vivero por algun tiempo, antes de ser plantados.



Revision Bibliogrdfica

Las condiciones fitosanitarias de los hijuelos es una condicional primordial para la
propagacion. Garcia (2002), encontrd algunas medidas profilacticas. En primer lugar, la poda
radical, eliminando toda la parte que aparezca necrosada, dejando de dos a tres anillos de
crecimiento. De esta manera, pueden plantarse inmediatamente 0 esperar su cicatrizacion
por un periodo no mayor de siete dias. También se pueden sumergir en una solucién de
Zineb (5,0 g/L) durante 5,0 min., después de realizada la poda.

No obstante, este sistema de propagacion es una fuente de diseminacion de enfermedades
fungosas y bacterianas (Rincon, 1998). Ademas de que no es suficiente la cantidad de
plantas para la demanda en la produccién comercial (Arvind, 2010).

2.2.2 Propagacion in vitro

Tebricamente las células de las plantas pueden ser clonadas y obtenerse un ndmero
considerable de individuos con la misma constitucion genética que la célula original
(Gerorge, 2008).

El término de micropropagaciéon segun Krikorian (1991), se utilizé6 por primera vez en 1968
por Hartmann y Kester, y se defini6 como cualquier procedimiento aséptico que comprenda
la manipulacién de plantas, 6rganos, tejidos o células que produzcan un mayor niamero de
plantulas fenotipica y genotipicamente idénticas a la planta original.

Los métodos disponibles de propagacién in vitro de plantas son una extensién de aquellos
desarrollados por la propagacion convencional pero presentan numerosas ventajas dentro de
las cuales tenemos:

_Los cultivos se comienzan con pequefios segmentos de tejidos que desarrollan hacia
pequefios brotes o tejidos. _ Es requerido un reducido espacio para el mantenimiento y el
incremento del nimero de plantas. _ La propagacion se realiza en condiciones asépticas
evitando la contaminacién y diseminacién de microorganismos, por lo que las plantas

finalmente desarrolladas deben estar libres de estos. _ Es posible ajustar los factores que
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influyen sobre la regeneracion vegetativa. _ Las tasas de multiplicacién son mayores y gran
cantidad de plantas pueden ser producidas en un tiempo determinado. Por consiguiente se
pueden propagar caloradamente nuevos genotipos o0 plantas que por métodos
convencionales resultan dificiles de propagar. _ las plantas pueden adquirir nuevas
caracteristicas temporales que las hacen muy deseadas (uniformidad, incremento en el
rendimiento). _ La produccién puede ser continuada todo el afio (Geroge, 2008).

2.3 Factores a tener en cuenta para la micropropagacion

Para cultivar células, tejidos u érganos in vitro, se siguen una serie de principios basicos que
no se pueden violar (Jiménez, 1998), los cuales seran abordados.

2.3.1 Seleccidon del material vegetal

Practicamente se puede utilizar cualquier porcién o parte de la planta. Para iniciar los
trabajos de cultivo in vitro en primera instancia dicha seleccién est4 determinada por el
objetivo perseguido y la especie vegetal que se trate. Generalmente, se emplean plantas
sanas y vigorosas y dentro de éstas, las zonas que se encuentran en activa division, como
los meristemos. Las plantas jovenes son las que aportan los mejores explantes, ya que la
potencialidad disminuye con la edad. El tamafio del explante es otro aspecto que se debe
tener en cuenta, pues la dificultad para iniciar un cultivo aumenta con su disminucién
(Mroginski, 1991).

2.3.2 Medios de cultivo

El medio de cultivo sintético le debe propiciar al explante (células, tejidos u 6rganos) los
requerimientos nutricionales esenciales en proporcion y dosis especificas (Smith, 1992). Su
efectividad depende tanto de los ingredientes basicos, como del pH del medio y del agente
solidificante (George y de Klerk, 2008; Thorpe et al., 2008).

El medio de cultivo mas cominmente utilizado en la mayoria de las especies propagadas in

vitro es el propuesto por Murashige y Skoog (1962) (Bouman y Tiekstra, 2005). También se
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han empleado pero con menor frecuencia el Wh (White, 1943), B5 (Gamborg et al., 1968),
BDS (Dunstan y Short, 1977) citados por Mroginski (1991).

Los reguladores del crecimiento en pequefias cantidades aumentan, inhiben o modifican de
una u otra forma cualquier proceso fisiol6gico del vegetal (Barcel6 et al., 2007). Un balance
apropiado entre auxinas y citoquininas es necesario para la formacién de plantas a partir de
meristemos, apices o0 yemas. Este balance esta determinado por las concentraciones
enddgenas de auxinas y citoquininas presentes en el explante, las cuales dependen de la
especie (George y Davies, 2008; George y Debergh, 2008; Machakova et al., 2008).

Se considera que si la relacion auxina/citoquinina en el medio de cultivo es favorable a la
segunda, se favorece la formacion de brotes y lo contrario promueve el enraizamiento y la
callogénesis (Segura, 2008).

Usualmente en los meristemos y 4pices, la citoquinina enddgena es baja debido a que el
principal sitio de sintesis son las raices (Segura, 2008). Por lo que la adicién exégena de
citoquininas en los medios de establecimiento es generalizada. Se utilizan en el medio de
cultivo a concentraciones que oscilan entre 0,03-30 mg/L y se ha demostrado su efecto en el
crecimiento y morfogénesis in vitro (Mroginski, 1991; van Staden et al., 2008).

Al contrario sucede con las auxinas, ya que las zonas de crecimiento activo, los apices y
meristemos que se emplean como material inicial para el cultivo in vitro, son los lugares de
sintesis. Se adicionan al medio de cultivo a concentraciones que oscilan entre 0,001-10 mg/L
(Jiménez, 1998; Machakova et al., 2008).

También se han empleado en los medios de cultivo las giberelinas (GA3), acido abscisico
(Mroginski, 1991; Smith, 1992) y con mayor frecuencia los brasinoesteroides vy
oligosacarinas, que ejercen una accion similar o superior a los reguladores del crecimiento
tradicionales. Ademas, tienen la ventaja que se adicionan en los medios de cultivo en bajas

concentraciones (Fujioka y Sakurai, 1997; Cabrera et al., 1998; Moshkov et al., 2008).
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2.3.3 Condiciones ambientales de incubacion

Este requisito se debe cumplir rigurosamente para el éxito en el establecimiento de los
cultivos in vitro. Para ello es conveniente que los explantes se incuben en ambientes
controlados de luz (19-95 pumol m'z.s'l) y temperatura (20-28°C), asi como de humedad
relativa (70-80 %) acordes con los objetivos de trabajo. Estos efectos influyen practicamente
en todos los tipos de procesos: absorcion de agua, evaporacion, fotosintesis, respiracion,
crecimiento, floracién, cuajado del fruto, entre otros (Pierik, 1990; Roca, 1991). No obstante,
se debe tener en cuenta que cada cultivo tiene sus propias especificidades.

Las caracteristicas morfo-anatdmicas y fisiolégicas de las plantas cultivadas in vitro
obedecen en gran medida al microambiente de los frascos de cultivos. Esto resulta de la
interaccion de diferentes factores tales como la intensidad de la luz, la concentracion de
diéxido de carbono (CO,) y la composicion del medio de cultivo (Kozai et al., 1995; George y
Davies, 2008).

La presencia de sacarosa y sales minerales en los medios de cultivo, sumado a los bajos
niveles de luminosidad y CO, en los frascos, provocan una disminucién de la capacidad
fotosintética de las plantas cultivadas in vitro. Aunque en ocasiones estas plantas pueden
parecer normales, en realidad tienen una actividad fotosintética baja (Hazarika, 2003; Aragon
et al., 2010).

En los frascos de cultivos casi herméticos el poco intercambio gaseoso genera un
microambiente semi-enrarecido con una reducida disponibilidad de CO, atmosférico. Por
tanto la sacarosa suministrada de manera exdgena en el medio de cultivo, se convierte en la
fuente primaria de suministro de carbono. Esto provoca que estas plantas no necesiten el
desarrollo de un aparato fotosintético normal (Nguyen y Kozai, 2001; Zobayed, 2005; George

y Davies, 2008).
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Como resultado del ambiente in vitro, las plantas presentan una anatomia y fisiologia
diferente a las que son cultivadas en condiciones de campo o casas de cultivo (Kozai y
Smith, 1995; PospiSilova et al., 1997; Majada et al., 2001; Chakrabarty y Subodh, 2008). Los
desérdenes afectan todos los 6rganos de la planta, aunque no todos tienen el mismo peso
sobre el comportamiento ex vitro.

Segun Hazarika (2003) dentro de estos desordenes se encuentran el pobre desarrollo del
aparato fotosintético, de las cuticulas de las hojas y la emisiéon de raices no funcionales sin
conexion con los haces conductores.

Kevers et al. (2004) sefalan que en comparacion con plantulas de semilla cultivadas en
invernadero, las plantas cultivadas in vitro generalmente tienen menor contenido de clorofilas
y carotenoides, o de enzimas responsables de la fotosintesis. Por ejemplo la ribulosa
bifosfato carboxilasa (RuBisCo), que es una enzima clave en la fijacion del CO, atmosférico.
Las plantas que crecen durante el cultivo in vitro, debido a la baja luminosidad, pueden tener
afectadas la concentraciébn de clorofilas y la eficiencia y calidad de los fotosistemas
(Hazarika, 2003). Ademas de irregularidades en la diferenciacion y la distribucion de las
granas y los tilacoides en los cloroplastos. Por lo tanto las plantas cuando son transferidas a
mayores intensidades luminosas tienden a tener reducidos valores de fotosintesis (Miranda y
Williams, 2007).

Las plantas cultivadas in vitro en medios de cultivo semisélidos realizan escasa fotosintesis
(Pospisilova et al., 2007). Este hecho no esta soélo restringido al escaso desarrollo del
aparato fotosintético, sino por la alta concentracion de sacarosa en el medio de cultivo. En
los frascos de cultivos cerrados el CO, estd en altas concentraciones durante la noche
producto de la respiracion y las variaciones en la fase luminica dependen del tipo de planta y

de las intensidades de luz a las que se cultiven (Moroni y Melai, 2005).
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2.4 Métodos de propagacion

2.4.1 Organogénesis

Los métodos de propagacion in vitro via organogénesis, estan basados fundamentalmente
en la multiplicacion de brotes axilares a partir de una plantula, mediante el cultivo aséptico de
un apice o meristemo (Vasil, 1994). Es el método mas ampliamente usado para la
propagacion de plantas con estabilidad genética (George y Debergh, 2008)

Existen varios factores que influyen en la propagacion in vitro. El tamafio del explante, los
medios de cultivo, el manejo del material vegetal, el tiempo y numero de subcultivos deben
ser determinados para cada especie vegetal (Castillo, 2008).

Este sistema de propagacion presenta varias ventajas, se obtienen altos coeficente de
multiplicacién que permiten manipular volimenes elevados de plantas en corto periodos de
tiempo. Permite introducir rdpidamente nuevas variedades o clones. Como proceso de cultivo
de tejidos se puede realizar una produccién independiente de las condiciones ambientales.
Asimismo se obtiene incremento en los rendimientos de las plantas regeneradas in vitro
debido al rejuvenecimiento y el saneamiento que presentan. Asimismo, las plantas obtenidas
pueden presentar alta estabilidad genética y una gran uniformidad lo que conlleva a una
mayor facilidad en la comercializacion (Jiménez, 1998).

2.4.2 Embriogénesis

A través de la embriogénesis soméatica, un gran numero de especies vegetales han
mostrado su capacidad regenerativa, entre las que se encuentran los citricos, café, yuca,
gramineas, solanéceas, platano y banano (Lozoya, 1990; Luckse et al., 1997; Medero et al.,
1997; Van Arnold, 2008; Garcia, 2011; Lépez et al., 2012). Es la técnica mas rapida para el
clonaje in vitro de plantas aunque para su empleo se precisan estudios basicos para conocer
los parametros que regulan este proceso y estudios detallados de la variabilidad genética de

las plantas obtenidas (Garcia, 2011). Este método potencialmente presenta aplicaciones

13



Revision Bibliogrdfica

practicas para la propagacién masiva particularmente porque posibilita la propagacion
usando biorreactores (Van Arnold, 2008).
2.5 Etapas de la micropropagacion
El proceso de propagacion in vitro conlleva cinco fases (Clemente, 1999):
Fase 0) seleccion y preparacion de las plantas madre donadoras de los explantes, las cuales
deben encontrarse en condiciones fisiolégicas y sanitarias éptimas.
Fase 1) establecimiento del cultivo, se introducen los explantes iniciales bajo condiciones de
asepsia en el medio de cultivo; estos son previamente sometidos a una desinfeccién. Fase 2)
multiplicacién, a partir de las yemas axilares de los tallos en desarrollo o mediante la
induccién de yemas adventicias.
Fase 3) elongacién de los tallos y enraizamiento.

Fase 4) aclimatizacion a condiciones ex vitro, mediante la exposicion progresiva de las
plantas a condiciones controladas de temperatura, luz y humedad. (Jiménez, 1998; Orellana,
1998).

2.5.1 Fase Preparativa o Fase 0
Segun George y Debergh (2008) es una etapa importante, o casi indispensable, en el
desarrollo de un esquema de micropropagacion eficiente y repetible. Es la fase en que se
selecciona la planta donadora de los explantes y se determinan todas las condiciones para el
posterior establecimiento de los mismos.
El objetivo es garantizar un banco de plantas donantes de alta calidad genética y
fitosanitaria, para disminuir los niveles de contaminantes microbianos visibles durante la fase
de establecimiento in vitro y lograr repetibilidad real del proceso (Mroginski et al., 2004;

George y Debergh, 2008).
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2.5.2 Fase de establecimiento o Fase |

El objetivo de esta etapa es lograr el establecimiento del explante fisiol6gicamente vigoroso y
libre de contaminacion microbiana para iniciar la multiplicacion a gran escala (Olmos et al.,
2004).

La seleccion del tejido vegetal, su estado fisiolégico, el protocolo de desinfeccion a utilizar,
asi como el medio de cultivo tienen gran influencia en la efectividad del establecimiento in
vitro (Ramanayake et al., 2006).

Los explantes tomados de plantas jovenes o zonas de crecimiento activas tienen un mayor
desarrollo que aquellos tomados de plantas adultas o yemas en reposo. A medida que es
mas joven y menos diferenciado el tejido que se va a implantar, mejor sera la respuesta in
vitro (Pérez et al. 1998)

.El tamafio del explante es un factor importante que influye en la desinfeccion y regeneracién
de plantas. Mientras menor sea el explante menor serd el riesgo de contaminacién y mas
dificil la regeneracién. Con el aumento del tamafio del explante es mayor el peligro de
contaminacién y mas rapido el crecimiento y la regeneracion de plantas.

La contaminacion de los cultivos in vitro es uno de los principales problemas a resolver en la
industria de la micropropagacion. Los contaminantes pueden originarse de dos fuentes
distintas; estan los que se desarrollan en la superficie o en los tejidos de la planta donadora y
en segundo lugar los que aparecen como resultado de fallas en los procedimientos de
laboratorio (Pérez et al., 1998).

Desinfeccion:

La contaminaciéon por microorganismos provoca cuantiosas pérdidas en la propagacion
masiva de plantas y hace ineficientes econdmicamente muchos procesos.

Existen formas para controlar la contaminacion, pero es necesario conocer los

microorganismos y las fuentes que lo introducen (Alvarado et al., 1998 a 'y b).
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Diversos compuestos quimicos se utilizan para desinfectar superficialmente los explantes. Se
emplean con mayor frecuencia el etanol 70% y el hipoclorito de sodio entre 1,0-3,0 % (Das y
Pal, 2005). Con menor frecuencia se utilizan el hipoclorito de calcio (6,0-12 %) y el bicloruro
de mercurio (0,1-1,25 %), aunque con este compuesto por lo general se obtienen mejores
resultados, es altamente toxico y no se elimina con facilidad del explante (Marulanda et al.,
2005).

Conjuntamente con los desinfectantes se pueden afiadir algunas gotas de Tween 20 para
reducir la tensién superficial y eliminar las burbujas que se forman en la superficie y
cavidades del explante (Margara, 1988; Jiménez, 1998).

No obstante, las concentraciones del agente esterilizante y la duracion se deben escoger en
funcién de minimizar los dafios para los explantes. Hay que tener en cuenta la especie
vegetal y tipo de explante, ya que no existe un procedimiento Unico (Roca, 1991; Mroginski,
1991).

Después de aplicar los desinfectantes, los explantes se deben enjuagar varias veces con
agua destilada estéril (Gonzélez y Santana, 1988; Capote, 1993; Quintana, 1995).

2.5.3 Fase de Multiplicaciéon o Fase Il

El objetivo de esta etapa es incrementar el nUmero de brotes de explantes ya establecidos in
vitro, sin comprometer la calidad genética de las plantas generadas. Periddicamente estos
nuevos brotes se deben subcultivar en un nuevo medio de cultivo mediante divisiones y
resiembras en recipientes adecuados. De esta forma, aumenta el nimero de plantas en cada
subcultivo.

El nimero de plantas que se obtiene dependera de la especie vegetal y de las condiciones
del medio de cultivo, lo que permite alcanzar incrementos exponenciales, considerando que
todos los factores que afectan el crecimiento hayan sido optimizados (Castillo,2008).

Medio de cultivo
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Es necesario establecer el medio de cultivo 6ptimo que se ajuste a los principales
requerimientos de la especie vegetal, al tipo de explante, al sistema de cultivo, a la relacion
auxina/citoquinina presente en el medio de cultivo y los factores ambientales.

La proliferacion de nuevos brotes axilares se logra con la adicion de citoquininas en el medio
de cultivo para romper la dominancia apical y estimular la brotacion de las yemas laterales.
Aunque los brotes en crecimiento son capaces de sintetizar pequefias cantidades de
citoquininas. Es conocido que esta es insuficiente para soportar el desarrollo y crecimiento in
vitro. Por tal razén mas del 85 % de los medios de cultivo empleados en la micropropagacion
incluyen como suplemento alguna citoquinina (Quiala, 2004).

2.5.4 Fase de Enraizamiento o Fase Il

El objetivo de esta fase es formar plantas completas con un sistema radical que les permita
ser transplantadas a tierra en condiciones de vivero o invernadero (Ziv y Chen, 2008). Esta
fase es la mas voluminosa de todo el proceso. En ella cada brote debe ser cultivado vy
manipulado in vitro para que desarrollen varias raices, que le permitan comenzar la
absorcién de nutrientes al ser sembrada sobre un sustrato enriquecido y convertirse en una
planta lista para llevarse a campo (Mroginski et al., 2004).

Los brotes obtenidos durante la fase de multiplicacion se transfieren a un medio de cultivo
sin reguladores del crecimiento o con presencia de auxinas. Estas juegan un rol muy
importante en la induccién y crecimiento de las raices por lo que se emplean en la mayoria
de los medios de cultivos de enraizamiento in vitro (Mroginski et al., 2004).

Se recomienda también elevar las concentraciones de sacarosa en el medio de cultivo para
lograr un crecimiento vigoroso de las raices. Las plantas procedentes de un medio de cultivo
con estas condiciones tiene mayor supervivencia al ser trasladadas al suelo (Mroginski et al.,

2004).
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Varios autores eliminan esta fase para reducir el costo y posteriormente inducir las raices
bajo condiciones ex vitro (George et al., 2008).

2.5.5 Fase de Aclimatizacion o Fase IV

El mayor obstaculo para el establecimiento de las plantulas que se obtienen por métodos in
vitro es usualmente la transicion del cultivo aséptico a casa verde y condiciones de campo
(Novak, 1980).

Por lo que esta etapa reviste una gran importancia. En ella se realiza el trasplante de las
plantulas al suelo y su posterior adaptacion al ambiente. Para lograr un alto indice de
sobrevivencia se necesita que las plantas tengan un sistema radical bien desarrollado y se
mantengan varios dias en condiciones de alta humedad relativa e intensidad luminosa
reducida (George y Debergh, 2008). Esto les permite una gran proteccion, lo que evita su
desecacion en los dias posteriores al trasplante.

2.6 Cultivo in vitro de A. vera

El cultivo in vitro de A. vera ha sido estudiado por varios autores a partir de diferentes tipos
de explantes, (Sanchez et al., 1988; Natali et al., 1990; Meyer y Standen 1991; Roy y Sarkar
1991; Chaudhuri y Mukandan 2001; Albany et al., 2006; Matos, 2007; Anusree et al., 2010;
Jayakrishna et al., 2011).

Sanchez et al. (1988) trabajaron la micropropagacién a partir de meritemos de los brotes. El
cultivo in vitro se hizo muy dificil por induccién de callos y regeneracién de plantas. El estudio
del ADN microdensitométrico fue realizado en diferentes 6rganos de A. vera y durante el
cultivo in vitro de diferentes explantes.

Natali et al. (1990) reportaron una rapida y efectiva micropropagacion de plantas a partir de
meristemo vegetativo. Los apices de los brotes fueron colocados en un medio de cultivo que

contenia 2,4-D y Kn por un periodo de 15 a 30 dias. La gran habilidad morfogenéticas fue
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mantenida por la trasferencia de los explantes a un medio de cultivo compuesto por 2,4-D y
6-bencilaminopurina (6-BAP).

En A. vera el desarrollo de brotes axilares y la formacién de brotes adventicios fue obtenida
decapitando los explantes. EI maximo crecimiento de los brotes en el medio de cultivo
modificado de Murashige y Skoog con acido indol-butirico (AIB). La 6ptima temperatura para
el crecimiento y desarrollo de los brotes fue 25°C (Meyer y Standen, 1991).

Roy y Sarkar (1991) reportaron una propagacion rapida en la formacién de brotes a partir de
callos de A. vera. Sin embargo, este no resulta un buen material de partida por la variabilidad
que puede inducir. Para reducir la secrecibn de compuestos fendlicos por los brotes se
utilizé polivinilpirrolidona (PVP).

Por su parte Chaudhuri y Mukandan (2001), reportaron para la formacion de multiples brotes
utilizar concentraciones de auxinas, citoquininas. La sola presencia de auxinas o citoquininas
resultaron en la formacion de callos o brotes. La mejor multiplicacién de los brotes fue
obtenida con un medio de cultivo que contenia BA, sulfato de adenina y AlA.

Mas tarde, Albany et al. (2006) lograron una metodologia para propagar in vitro A. vera,
logrando una desinfeccién con 3,0 % de hipoclorito de sodio durante 10 min. en agitacion
constante. El mejor medio de cultivo para la multiplicacién fue el liquido y se logro llegar
hasta la fase de aclimatizacién obteniendo vitroplantas adaptadas a condiciones ex vitro.

Por su parte Matos (2007), logré la optimizacion de su protocolo para micropropagar A. vera
a partir de yemas apicales utilizando medio MS con sacarosa 3,0 %, agar 1,0 % y diferentes
concentraciones de auxinas y citoquininas. Se logré el enraizamiento sin necesidad de
reguladores del crecimiento, mientras que la supervivencia de plantas bajo condiciones de

invernadero fue del 71 %.
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Anuree et al. (2010), utilizaron para la induccién de los brotes 35,5uM de AIB y 9,8 uM de
AIB en combinacion con 81,4 uM de sulfato de adenina. Obteniendo buenos resultados en
cuanto a la produccién de brotes.

Jayakrishna et al. (2011) obtuvieron la formacién de brotes de A. vera con un medio MS que
contenia 2,0 mg.L™ de BAP y para la formacion de raices utilizaron medio con AIB. Lograron
en la fase de aclimatizacion un 75% de supervivencia en un sustrato compuesto por 1:1 de
suelo y arena.

A pesar de estos resultados descritos en la literatura cientifica, se requieren nuevos estudios
que permitan reducir los costos. A la vez que se obtengan resultados favorables en el
desarrollo de las plantas durante el proceso de micropropagacion. Ademas, hay que tener en
cuenta que en nuestro pais no se han realizado con anterioridad investigaciones en el cultivo

de A. vera, de gran importancia en la industria farmacéutica y de cosméticos.
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3. Materiales y Métodos

La investigacion se realizo en el Instituto de Biotecnologia de las Plantas (IBP) perteneciente
a la Universidad Central "Marta Abreu” de Las Villas. La misma se llevdé a cabo en el

periodo comprendido entre Noviembre 2011 a marzo del 2013.
Procedimientos generales
Material vegetal

Como material vegetal inicial se emplearon hijuelos sanos de plantas adulta de Aloe vera
con un tamafio comprendido entre 20 y 30 cm medidos desde la base del tallo hasta el
extremo distal de la hoja més larga. El material vegetal fue colectado directamente del cultivo
en condiciones de campo en la Granja Suburbana Finca “Sandino” del municipio de
Remedios, Villa Clara, Cuba. Los hijuelos fueron separados individualmente y limpiados de
resto de suelo. En el laboratorio el material vegetal se lavd con abundante agua corriente y
jabon liquido comercial hasta quedar limpios. Luego se eliminé la parte fibrosa de la base del
tallo, las raices y las hojas externas de cada brote con ayuda de un bisturi. Se realizé un
corte transversal del follaje, quedando reducida la altura del explante a 3,0 cm

aproximadamente. Este se empled en los experimentos de establecimiento in vitro (Figura 1).
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Figura 1. Material vegetal de Aloe vera L. para el establecimiento in vitro. A: Aspecto de las
plantas en condiciones de campo B: Hijuelo tomado de una planta adulta. C: Aspecto del
explante previo al lavado y corte final (corte de la parte fibrosa del tallo, las raices y las hojas

externas). D: Explante listo para la desinfeccion.

Todos los experimentos en laboratorio se realizaron en condiciones asépticas. La cristaleria
asi como el instrumental de trabajo empleado se esterilizé en estufa a 180°C durante dos
horas. Las pinzas y los bisturis se desinfectaron en incinerador eléctrico a 250°C durante 10
min. Las operaciones de transferencia y manipulacion del material vegetal fueron realizadas

en una cabina de flujo laminar horizontal de marca FLUFRANCE de dos capacidades.
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Medios de cultivo

Los medios de cultivos fueron esterilizados en autoclave vertical a 120°C y 1,2 kg.cm™ de
presion. El tiempo de la esterilizacion estuvo en dependencia del volumen del medio de

cultivo, seguin Sigma (1991).

En todos los experimentos se utiliz6 medio de cultivo semisélido y se emplearon frascos de
cultivo de vidrio con capacidad de 250 mL con 30 mL de medio de cultivo y tubos de ensayo

(100x125 mm) que contenian 15 mL de medio de cultivo.

El medio basal estuvo compuesto por las sales inorganicas propuestas por Murashige y
Skoog (1962), el cual a partir de este momento se nombrard como MS. Como agente
gelificante se utilizé6 agar BioCen a razén de 7,0 g.L™%. El pH de los medios de cultivo fueron

ajustados a 5,7 previo a la esterilizaciéon por autoclave con KOH 0,5N y HCL 0,5N.
3.1 Establecimiento in vitro

3.1.1 Efecto de la época del afio para la toma del explante y del hipoclorito de sodio

(NaClO) en la desinfeccion

El presente experimento se realizé con el objetivo de definir la época del afio propicia para
la seleccién del explante de A. vera para su introduccién in vitro y el efecto del hipoclorito de
sodio (NaClO) en la desinfeccion del material vegetal. Se tomaron los hijuelos provenientes
del cultivo en condiciones de campo en la época de seca (diciembre-abril) y en la época de

lluvia (mayo-noviembre). Se utilizaron 60 explantes por cada época del afo.

Los explantes obtenidos, segun se describe en los procedimientos generales se emplearon

para evaluar tres concentraciones de NaClO (1,0; 2,0 y 3,0 %). Los mismos fueron colocados
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en frascos de cultivo de 250 mL que contenian la solucién desinfectante y permanecieron

durante 15 min. en agitacion en una agitador orbital marca Retomed a 100 RPM (Figura 2A).

Una vez terminado el tiempo de desinfeccion, a los explantes se les realizaron tres
enjuagues consecutivos con agua desionizada estéril en cabina de flujo laminar. Luego se
procedié a eliminar la superficie necrosada del explante producto de la desinfeccion (Figura
2B). Con auxilio de pinza y bisturi se les redujo el tamafio a 1,0 cm de altura y 0,5 cm de
didmetro (Figura 2C). Estos fueron colocados en tubos de ensayo que contenia el medio de
cultivo compuesto por sales MS, 20 mg.L™" de sulfato de adenina, 2,5 g.L" de carbon
activado, 7,0 g.L"'de agar y 3,0 % de sacarosa (Anuree et al., 2010). El experimento fue

repetido tres veces.

Figura 2: Procedimiento de desinfeccion realizado a los explantes de Aloe vera.L. A:
Desinfeccion con NaClO en agitador orbital. B: Explante después de la desinfeccion y
lavado con agua desionizada (3,0 cm de altura). C: Reduccién del tamafio a 1,0 cm de altura

y 0,5 cm de diametro.

Los tubos de ensayos con los explantes fueron colocados en camara de crecimiento a una
temperatura de 27+2 °C con un fotoperiodo de 16 h con ldmparas fluorescentes de luz

blanca, con una intensidad de flujo de fotones fotosintéticos de 30-40 umol m? s™.
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A las cuatro semanas de cultivo se evalué el nimero de explantes libres de contaminantes
microbianos visibles (hongos, levaduras y bacterias) y el nimero de explantes necrosados.
Para analizar los datos de los explantes libres de contaminantes y de los explantes
necrosados se realizé una prueba no paramétrica de Kruskal Wallis/ Mann Whitney previa
comprobacion de los supuestos de normalidad, utilizando el paquete estadistico SPSS

version 18,0 sobre Windows.
3.2 Multiplicacion in vitro
3.2.1 Manejo del explante

El objetivo de este experimento fue determinar el efecto del seccionado del explante (corte

transversal y transversal-longitudinal parcial), sobre el coeficiente de multiplicacion.

El corte transversal se realiz6 a una altura promedio de 1,0 cm desde la base del brote
(Figura 3A) v el corte longitudinal-parcial se realiz6 desde la zona apical hasta la zona basal

abarcando las tres cuartas partes de la altura del explante (Figura 3B).

Figura 3. Seccionado del explante de Aloe vera L. A: corte transversal de la planta. B: corte

transversal longitudinal-parcial.
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Se colocaron cuatro explantes por frasco de cultivo de 250 mL de capacidad y se utilizaron
10 réplicas por tratamiento. Se utilizd el medio de cultivo empleado en el establecimiento
constituido por sales MS, 20 mg.L™ de sulfato de adenina, 2,5 g.L™ de carbén activado, 7,0

g.L™* de agar BioCen y 3,0 % de sacarosay pH 7,5.

Los explantes fueron colocados en cémara de crecimiento de luz natural con una
temperatura de 27+ 2°C y un fotoperiodo de 13/11h de luz/oscuridad con un rango de
intensidad luminosa entre 23,2 y 44,5 umol.m™?.s™ medido con un luxémetro EXTECH Light

meter 401 025.

A los 45 dias se evalud la altura de los brotes (cm) determinada desde la base hasta la zona
distal de lo hoja mas larga, numero de brotes totales por explantes y se calcul6 el coeficiente

de multiplicacion por la formula:
CM= No. brotes totales/ No. brotes iniciales

La comparacion de los valores se realizé6 mediante una prueba no paramétrica de Mann
Whitney previa comparacién de los supuestos de normalidad utilizando el paquete

estadistico SPSS version 18,0 sobre Windows.
3.2.2 Efecto de la combinacién de auxina-citoquinina en la multiplicacién in vitro

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de la combinacién del 6
bencilaminopurina (6-BAP) y el acido indol butirico (AIB) sobre la multiplicacion in vitro de

brotes de A. vera.

Basado en el andlisis de la literatura internacional se estudiaron dos concentraciones de 6-

BAP (2,0 y 8,0 mg.L™) combinadas con 0,5 de mg.L" de AIB. Se utiliz6 un tratamiento
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control sin regulador del crecimiento como se muestra en la Tabla I. Se emplearon 40

explantes por tratamiento.

Tabla I. Concentraciones de 6-BAP y AIB utilizadas en la multiplicacion in vitro de Aloe. vera

L.
Tratamiento | Concentracion de reguladores del crecimiento (mg.L™)

6-BAP AlIB

I 0 0

l 2,0 0

i 8,0 0

v 0 0,5

Vv 2,0 0,5

VI 8,0 0,5

Las condiciones de crecimiento de los explantes fueron las descritas en el acépite anterior.

Se evalu6 a los 45 dias de cultivo, la altura de los brotes en cm determinada desde la base
del explante hasta la zona distal de la hoja mas larga, el nimero de brotes para calcular el
coeficiente de multiplicacién segun el procedimiento empleado en el acépite 3.2.1 y el

numero de raices formadas.

Para analizar los datos se realizé una prueba no paramétrica de Kruskal Wallis/ Mann
Whitney previa comprobacion de los supuestos de normalidad, utilizando el paquete

estadistico SPSS versiéon 18,0 sobre Windows.

Cuando se determiné el medio de cultivo de multiplicacién donde se alcanzaron los mejores

resultados para las variables descritas anteriormente, se realizaron nueve subcultivos del
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material vegetal, cada 45 dias, con el objetivo de evaluar el comportamiento del coeficiente

de multiplicacion.
3.3. Efecto del sustrato durante la aclimatizacién de las plantulas

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto del tipo de sustrato en la supervivencia

de las plantas in vitro de A. vera en condiciones ex vitro.

Se utilizaron plantas que se encontraban en el noveno subcultivo en la fase de multiplicacién
que presentaron una altura entre 3,5 a 10,5 cm, con tres a doce hojas y raices que podian

ser de una hasta cinco.

Previo a la plantacion en sustrato las plantas in vitro fueron separadas del medio de cultivo,
lavadas con agua corriente e individualizadas. Posteriormente se plantaron segun su
tratamiento en bandejas de polipropileno negras de 28 alvéolos con una capacidad de 200
cm® cada uno. Se estudiaron distintas combinaciones de sustratos como se muestra en la

tabla Il que fueron mezclados manualmente.

Tabla Il. Combinaciones de sustratos para la aclimatizacion de A. vera en casa de cultivo.

Tratamiento Compost de cachaza zeolita (%)
(%)
I 100 0
Il 0 100
1 75 25
v 50 50
\Y 25 75
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Las caracteristicas fisico-quimicas de los sustratos utilizados se muestran en las tablas Il y
IV. La zeolita utilizada fue producida por la Empresa GEOMINERA de Villa Clara. La cachaza

fue obtenida del Complejo Agroindustrial Azucarero “Efrain Alfonso” de Villa Clara.

Tabla lll. Caracteristicas fisico-quimica de la zeolita.

Composiciéon quimica %

Silicio SiO, 70,10

Aluminio (Al,O3z) 11,20

Hierro (Fe,053) 2,20

Hierro (FeO) 0,30

Magnesio (MgO) 0,60

Calcio (CaO) 4,50

Sodio (Na,0) 1,50

Potasio (K,0) 1,30

Fésforo (P,0s) 0,07

Agua (H,0) 4,70

Composicién mineral %

Clinoptilolita 40,00

Modernita 40,00

Otros (Calcita, cuarzo, feldespato) 20,00

Propiedades fisicas Valor
Tamafo de la particula 0,01-1,0 mm
Densidad (3) 0,37 g.cm®
Densidad de la fase sélida (y) 1,77 g.cm™
Porosidad total (PT) 80,59 % vol.
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Tabla IV. Composicién quimica de la cachaza.

Composicion quimica Valor
Calcio (CaO) 231,23 mg.L™
Potasio (K,0) 125,2 mg.L™
Fosforo (P,0s) 1008,80 mg.L™

Materia organica 41,3 %
C.E 1,14 mol.cm™
pH 7,6

Una vez plantados, los brotes fueron colocados en condiciones de casa de cultivo para su
aclimatizacién, a una temperatura promedio durante el dia de 30+ 2°C, humedad relativa del
70 % e intensidad luminosa que oscilé entre 224 y 457 pmol m? s™* medida con un luxémetro
EXTECH Light meter 401 025. Se utiliz6 un sistema de riego automatizado por micro-

aspersion. La frecuencia de riego fue de 3,0 min de duracién dos veces al dia.
Se utilizaron por tratamiento 26 plantas para un total de 130 en todo el experimento.

La supervivencia, se defini6 como el numero de plantas que sobrevivieron a los 15 dias.
Luego de pasar 60 dias se evalu6 la altura de las plantas (cm) desde la base hasta el
extremo distal de la hoja mas larga, el numero de hojas, de hijos, de raices y el largo de las
tltimas. Ademas se evalud la coloracién de los brotes para lo cual se utilizé el cédigo

hexadecimal de colores (http://www.cwp.linet.edu/cwis/cwp.html).

Para el andlisis de los datos se realizé una prueba no paramétrica de Kruskal Wallis/ Mann
Whitney previa comprobacion de los supuestos de normalidad, utilizando el paquete

estadistico SPSS version 18,0 sobre Windows.
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4. Resultados
4.1 Establecimiento in vitro

4.1.1 Efecto de la época del afio para la toma del explante y del hipoclorito de sodio

(NaClO) en la desinfeccion

La época del afo y la concentracibn de NaClO influyeron decisivamente en el
establecimiento de los explantes de A. vera. El tratamiento, que incluia la época de seca y
2,0 % de NaCIO fue el que presentd el mayor valor de explantes libre de contaminacion

(Tabla V) con diferencias significativas con respecto al resto de los tratamientos.

Tabla V. Efecto de la época del afio y del NaClO en la desinfeccién de Aloe vera L. a las

cuatro semanas de cultivo.

Explantes libres de Explantes necrosados
Tr'atamiento No. de contaminacion
(Epoca del explantes Medias Rango Medias Rango
afo-% NaClO) | desinfectados promedio promedio
Seca-1,0% 60 40 291,83(b) 0 240,00(a)
Seca-2,0% 60 56 353,17(a) 0 240,00(a)
Seca-3,0% 60 48 322,50(b) 10 201,67(b)
Lluvia-1,0% 60 0 138,50(e) 0 240,00(a)
Lluvia-2,0% 60 21 219,00(c) 240,00(a)
Lluvia-3,0% 60 19 165,81(d) 227,06(b)

Letras desiguales en las columnas difieren segun prueba no paramétrica de Kruskal Wallis/

Mann Whitney para p < 0,05.

No. de explantes desinfectados corresponde a la sumatoria de los explantes utilizados en las

tres repeticiones realizadas.
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Se obtuvieron porcentajes de contaminacién que oscilaron desde 6,66 % hasta 100 %
dependiendo de la época del afio y de la concentracion del desinfectante. Los mejores
resultados se obtuvieron cuando los hijuelos fueron seleccionados en la época de seca
independientemente de la concentracion de NaClO utilizada. En estas condiciones se
encontraron porcentajes de contaminacién de 6,66 hasta 33,3 %. Mientras que en la época
de lluvia los valores de porcentaje de contaminacién oscilaron de 65 hasta 100 %. Los
principales agentes contaminantes encontrados fueron: bacterias, hongos y levaduras, pero
fueron los hongos los que causaron mas afectaciones. Entre las bacterias se identificaron
géneros como Bacillus, Pseudomonas y Staphylococcus, mientras que los microorganismos

fungosos identificados fueron Fusarium, Nicrospora y Cladosporium.

Para la variable namero de explantes necrosados se observdé que el NaClO a una
concentracion de 3,0 % afecté el material vegetal obteniéndose los mayores valores de

explantes afectados en ambas épocas del afo.

A las cuatro semanas de cultivo los explantes tenian de una a dos hojas formadas y en
algunos se observaron nuevos brotes. Estos presentaron un color verde bosque (#228B22)

segun el cédigo hexadecimal de colores (http: //www.cwp.linet.edu/cwis/ cwp.html) (Figura 4).
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Figura 4. Aspecto de los brotes de Aloe vera L. en el medio de establecimiento in vitro a las

cuatro semanas de cultivo.

Se definié que la mejor época del afio para el establecimiento de explantes en condiciones in
vitro es la época de secay que la concentracion de NaClO mas efectiva fue la de 2,0 %.
Con esta combinaciéon de factores se obtuvo el mayor nimero de explantes libres de

contaminacién y no se observaron explantes necrosados.
4.2 Multiplicacion in vitro
4.2.1 Manejo del explante

El manejo del explante utilizado influyé en el crecimiento y desarrollo de los brotes. Se
encontraron diferencias significativas para las variables: nimero y altura de los brotes,
cuando se compararon los dos cortes realizados a los explantes durante la fase de

multiplicacion.

Los mayores valores para la altura de los brotes se encontraron cuando se realiz6 el corte
transversal en los explantes. Asimismo, el nUmero de brotes fue mayor con este tipo de corte

difiriendo significativamente con el corte transversal-longitudinal parcial (Figura 5).
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Letras desiguales en cada grafico difieren segun prueba no paramétrica de Mann Whitney

para p < 0,05.

Figura 5. Influencia del manejo del explante en la multiplicacién in vitro de brotes de Aloe

vera L. a los 45 dias de cultivo. 1- Corte transversal. 2- Corte transversal-longitudinal parcial.

En ambos tratamientos los brotes obtenidos presentaron una coloracion verde bosque

(#228B22) y el tejido era turgente sin sintomas de hiperhidricidad (Figura 6).

Cuando se calcul6 el coeficiente de multiplicacién se encontraron valores promedios de 1,45
en el tratamiento donde se le realizé el corte transversal a los explantes, mientras que con el

corte transversal-longitudinal parcial los explantes alcanzaron un coeficiente de 1,1.
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Figura 6. Brotes de Aloe vera L. obtenidos con diferente manejo de los explantes a los 45

dias de cultivo. 1-Corte transversal, 2-Corte transversal-longitudinal parcial.

Por los resultados obtenidos se determiné el corte transversal como el mejor manejo ya que

favorecid el incremento del coeficiente de multiplicacién.
4.2.2 Efecto de la combinaciéon de auxina-citoquinina en la multiplicacion in vitro

Con el objetivo de incrementar el coeficiente de multiplicacion de los brotes en la fase de
multiplicacion se emplearon en el medio de cultivo diferentes combinaciones de auxina-
citoquinina. Las diferentes concentraciones de los reguladores del crecimiento estudiados

influyeron en el desarrollo de los brotes.

La tabla VI muestra la influencia de las diferentes combinaciones estudiadas durante la
multiplicacion de los brotes de A. vera. Con la concentracion de 2,0 mg.L 1 de 6-BAP y 0,5
mg.L ! de AIB la altura de las plantas fue mayor a 5,0 cm como promedio y el nimero de
brotes que se desarrollaron por explante fue superior a cuatro difiiendo significativamente

con los demas tratamientos.
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Tabla VI. Influencia de la combinacion de reguladores del crecimiento en la multiplicacion in

vitro de brotes de Aloe vera L. a los 45 dias de cultivo.

Tratamiento Altura (cm) NuUmero de brotes NUmero de raices
6-BAP-AIB

(mg.L™) Media Rango Media Rango Media Rango
promedio promedio promedio
0-0 2,87 97,39 (d) 1,30 62,50 (c) 1,70 79,59 (d)
2,0-0 2,46 74,63 (de) 1,90 108,31 (b) 2,00 93,01 (cd)
8,0-0 2,35 67,04 (e) 2,12 121,50 (b) 1,60 75,60 (d)
0-0,5 3,19 121,88 (c) 1,97 104,06 (b) 3,78 171,79 (b)
2,0-0,5 5,19 207,48 (a) 4,80 207,99 (a) 4,15 190,09 (a)
8,0-0,5 3.90 157.57 (b) 2.20 122.06 (b) 2.53 114.65 (c)

Medias con letras desiguales en las columnas difieren segun prueba no paramétrica de

Kruskal Wallis / Mann Whitney para p < 0,05.

La figura 7 muestra la morfologia de los brotes obtenidos; estos presentaron una coloracién
verde bosque (#228B22) en sus hojas. Estas eran vigorosas y turgentes, sin sintomas de

hiperhidricidad.

En todas las concentraciones de reguladores del crecimiento ensayadas las plantas
desarrollaron el sistema radical. Es de destacar que las plantas obtenidas en el medio de
cultivo de multiplicacién que contenian 2,0 mg.L™ de 6-BAP y 0,5 mg.L™ de AIB presentaron

el mayor nimero de raices cuando se compararon con los demas tratamientos.

Cuando se calcul6 el coeficiente de multiplicacion de los explantes en los nueve subcultivos
estudiados se observo que este se mantuvo estable, obteniéndose como valor méximo 5,1

(Figura 8).
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Figura 7. Plantas de Aloe vera L. obtenidas a los 45 dias de cultivo en los medios de cultivo
de multiplicacion. 1- sin reguladores del crecimiento; 2- .2,0mg.L™ de 6-BAP y 0,0 mg.L™ de
AIB; 3- 8,0 mg.L" de 6-BAP y 0,0 mg.L™" de AIB; 4- .0,0 mg.L"*de 6-BAP y 0,5 mg L™ de AIB;

5- 2,0 mg L*de 6-BAP y 0,5 mg L™ de AIB; 6- 8,0 mg L*de 6-BAP y 0,5 mg L™ de AIB.

Coeficiente de multiplicacién
w

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Nimero de subcultivo
Figura 8. Coeficiente de multiplicacion de Aloe vera L. obtenido en el medio de cultivo de
multiplicaciéon que contenia 2,0 mg.L™ de 6-BAP y 0,5 mg.L" de AIB en los diferentes

subcultivos estudiados.
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Por los resultados alcanzados se determind que las plantas obtenidas en el medio de cultivo
compuesto por las sales MS, 3,0 % sacarosa, 20 mg.L™" de sulfato de adenina, 2,5 g.L™ de
carbon activado, 2,0mg.L" de 6-BAP, 0,5 mg.L" de AIB y 7,0 g.L" de agar BioCen,
presentaron ¢ptimas caracteristicas para ser trasladadas directamente a la fase de

aclimatizacion sin ser transferidas a la fase de enraizamiento.
4.3 Efecto del sustrato durante la aclimatizaciéon de las plantulas

Los resultados indicaron que el manejo realizado bajo condiciones de casa de cultivo
garantiz6 una alta supervivencia de las plantas in vitro. En todos los tratamientos estudiados
se obtuvieron altos porcentajes de supervivencia. En el tratamiento que contenia 100 % de
zeolita la supervivencia de las plantas fue del 96,1 %, mientras que en los restantes la

supervivencia fue del 100 %.

A los 10 dias de estar las plantulas en condiciones ex vitro se observd un cambio de
coloracién de verde bosque (#228B22) a madera fornida (#DEB887); comenzando a
evidenciarse en el apice y luego se extendié a toda la hoja; en la mayoria de los casos en las
mas viejas. Luego de 30 dias las plantas adquirieron su coloracién inicial, como se muestra

en la figura 9.
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Figura 9. Plantas de Aloe vera L. en la casa de cultivo durante la fase de aclimatizaciéon A-

a los 10 dias de plantadas. B- a los 30 dias de plantadas.

A los 60 dias de aclimatizadas las plantas, en la casa de cultivo, los mejores resultados se

obtuvieron con el sustrato que contenia 100 % de Compost de cachaza.

En la variable ndmero de hojas el mayor valor se obtuvo con el sustrato referido
anteriormente encontrandose diferencias significativas respecto a los demas tratamientos
estudiados (Tabla VII). Mientras que para la variable altura de la planta se encontré que solo
en el control que contenia 100 % de zeolita se obtuvo el menor valor difiriendo

significativamente con los tratamientos restantes.
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Asimismo, se observé que el tipo de sustrato influy6é en el desarrollo de las raices. EI mayor
valor en el nimero de raices desarrolladas se obtuvo en el sustrato que contenia 100 % de
Compost de cachaza, difiriendo significativamente con el resto de los tratamientos. Por el
contrario en la variable largo de las raices no se encontraron diferencias significativas entre
los controles (100 % de zeolita y 100 % de Compost de cachaza y el sustrato que contenia

75 % de Compost de cachaza y 25 % de zeolita.

El sustrato no tuvo influencia sobre el nUmero de brotes emitidos por planta. Para esta
variable no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los tratamientos

estudiados.

Tabla VII. Influencia del sustrato en el crecimiento de plantas de Aloe vera L. a los 60 dias de

ser aclimatizadas en casa de cultivo.

Numero de hojas Altura NuUumero de raices Largo de las
Tratamiento raices

CC-Z (%) Media RM Media RM Media RM Media RM

100-0 |8,38 |843() |902 |786(a) |7.69 |91,6() |[615 |80,6(a)
0-100 |7,64 |67,8(0) |650 |39,74(b) |4,96 |609(b) |4,60 |70,4(a)
7525 |7,30 |58,3(bc) | 846 |70,0(@) |4,76 |594(bc) | 421 |63,2(ab)
50-50 |7,26 |56,1(bc) | 7,99 |616(a) |4,95 |607(b) |3,37 |49,6(b)

25-75 | 6,92 [47,2(c) |7.94 |639@) |388 |41,1(c) |3.24 |492(b)

Medias con letras desiguales en las columnas difieren segun prueba no paramétrica de

Kruskal Wallis / Mann Whitney para p < 0,05.

CC- Compost de cachaza Z- zeolita RM- Rango Medio
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Con los resultados obtenidos se elabord un protocolo de propagacion in vitro para el cultivo
de A. vera con el que se pueden obtener en 12 meses 12 612 plantas a partir de un hijo de

plantas adultas en campo. Este protocolo se muestra a continuacion:

_ Colectar, directamente desde el campo, hijos de 20 a 30 cm de largo medidos desde la
base del tallo hasta el extremo distal de la hoja mas larga de plantas adultas. Estos deben
ser separados individualmente y limpiados de resto de suelo. La época del afio para realizar

esta colecta debe ser en época de seca (diciembre-abril).

_ En el laboratorio, lavar el material vegetal con abundante agua corriente y jabon liquido
comercial hasta quedar limpios. Luego eliminar la parte fibrosa de la base del tallo, las
raices y las hojas externas de cada brote con ayuda de un bisturi. Realizar un corte

transversal del follaje, quedando reducida la altura del explante a 3,0 cm aproximadamente.

_Realizar una desinfeccion en el laboratorio con 3,0 % de hipoclorito de sodio durante 15
min. Luego realizar tres enjuagues consecutivos con agua desionizada estéril en cabina de

flujo laminar y proceder a eliminar la superficie necrosada del explante.

_ Establecer in vitro cortando los explantes a 1,0 cm de altura y 0,5 cm de diametro y
colocarlos en un medio de cultivo compuesto por sales MS, 20 mg.L™ de sulfato de adenina,
2,5 g.L" de carbén activado, 7,0 g.L"'de agar BioCen y 3,0 % de sacarosa. Colocarlos en
camara de crecimiento a una temperatura de 27+2°C con un fotoperiodo de 16 h con
lamparas fluorescentes de luz blanca, con una intensidad luminosa de 30-40 umol m?.s™, por

cuatro semanas.

_ Subcultivar los brotes realizando un corte transversal a los mismos y colocarlos en un
medio de cultivo de multiplicacién, que contenga sales MS, 20 mg.L™ de sulfato de adenina,

2,5 g.L™ de carbon activado, 2,0 mg.L™" de 6-BAP y 0,5 mg.L™ de AIB, 3,0 % de sacarosa y
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7,0 g.L''de agar BioCen. Colocarlos en camara de crecimiento de luz natural con una
temperatura de 27+ 2°C y un fotoperiodo de 13/11h de luz/oscuridad con un rango de
intensidad luminosa entre 23,2 y 44,5 umol.m?.s™. Los subcultivos se deben realizar cada 45

dias.

_Aclimatizar en casa de cultivo plantas con presencia de sistema radical y altura mayor
de 3,5 cm. Colocarlas en bandejas que contengan un sustrato compuesto por 100 % de
Compost de cachaza y un riego por micro-aspersion dos veces al dia por 3,0 min.
Temperatura promedio durante el dia de 30+ 2°C, humedad relativa del 70 % e intensidad

luminosa entre 224 y 457 pmol m? s™. Mantenerlas en estas condiciones por 60 dias.

En la figura 10 se muestra un esquema general de trabajo elaborado para la propagacién in

vitro de Aloe vera L.
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Establecimiento in vitro

Hijos de 20-30 cm de
plantas de A. vera crecidas
en condiciones de campo.
Tomados en época de seca
(diciembre-abril)

Aclimatizacion ex vitro

Bandejas de plastico negras, con
sustrato compuesto por 100% de
Compost de cachaza; riego por
micro-aspersion dos veces al dia
por cinco min. Temperatura
promedio durante el dia de 30+
2°C, humedad relativa del 70% e
intensidad luminosa entre 224 y
457 pmol m? s™ durante 60 dias.

Desinfeccién

3,0 % de NaClO durante
15 min en agitacion
constante

Medio de cultivo con sales
MS (Murashige y Skoog,
1962), 3,0% sacarosa, 20 mg
Lt de sulfato de
adenina,2,5g.L" de carbon
activado, 2,0mg L? de 6-
BAP, 0,5 mg L~ de AIBy 7,0
gL' de agar BioCen. En
camara de crecimiento de luz
natural con una temperatura
de 27+ 2°C y un fotoperiodo
de 13/11h de luz/oscuridad
con un rango de intensidad
luminosa entre 23,2 y 445
pmol.m?.s™.

Medio de cultivo con sales
MS, 20 mg.L™" de sulfato de
adenina, 2,5 g.L™ de carbon
activado, 7,0 g.L'de agar
BIOCEN y 3,0 % de sacarosa.

transversal

Multiplicacién in vitro

Figura 10. Esquema de propagacion de Aloe vera L. por técnicas biotecnolégicas.
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5. Discusioén
5.1 Establecimiento in vitro

5.1.1 Efecto de la época del afio para la toma del explante y del hipoclorito de sodio

(NaClO) en la desinfeccion

La iniciacién de un proceso de micropropagacion solo tiene sentido cuando se emplea un
adecuado material de partida. Por lo que la fase preparativa de la propagacion in vitro es
importante e indispensable para el desarrollo de un esquema de propagacion eficiente y
repetible (Pérez, 1998; George, 2008). Esta etapa tiene una marcada influencia sobre la
calidad posterior de las plantas resultantes del proceso tanto desde el punto de vista

sanitario, fisiologico como genético.

La contaminacion microbiana constituye uno de los problemas principales en esta fase.
Incuestionablemente, la mayor fuente de contaminacién primaria en los cultivos in vitro
provienen de la planta donadora (Pérez, 1998). Si se logra establecer un explante axénico, la

contaminacién posterior serd debido a fallos en las técnicas o procedimientos.

Para disminuir los riesgos de contaminacion en el establecimiento in vitro se han utilizado
varios procedimientos que incluyen la seleccion negativa en condiciones de campo o
invernadero. La aplicacion de desinfectantes o mezclas de fungicidas y bactericidas en el
material de plantacion (estacas, secciones nodales, yemas, tubérculos, bulbos, rizomas) y su
posterior trasplante en sustratos esterilizados. Crecimiento en condiciones higiénicas
controladas (banco de plantas donantes) (Cura et al., 2004; Albany et al., 2006; Anusree et
al., 2010; Jayakrishna et al., 2011). Adicionalmente también se han aplicado fungicidas,

bactericidas e insecticidas, combinados o por separado, durante todo el ciclo de crecimiento
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de las plantas donadoras y se ha suspendido el riego por varios dias antes de la toma del

explante (Garcia et al., 2010).

Asimismo, algunos investigadores han evaluado la influencia de la época del afio para tomar
el material vegetal para introducir en condiciones in vitro (Garcia et al., 2010; Posada et al.,

2010). En Aloe vera L. no se han realizado investigaciones al respecto.

Los resultados del presente trabajo demostraron que la seleccién de la época del afio para la
toma del material vegetal a introducir en el laboratorio es un factor vital para la disminucién
de los porcentajes de contaminacion en la fase de establecimiento en A. vera. Se obtuvieron
los mejores resultados cuando los hijos fueron tomados en la época de seca. Con esto se
garantizd porcentajes de contaminacion menores que los obtenidos cuando el material
vegetal fue colectado en época de lluvia. Similares resultados pero en otras especies de
plantas fueron obtenidos por Garcia et al. (2010) en Bambusa vulgaris y Posadas et al.
(2010) en Musa. Por el contrario, Olmos et al. (2004) recomendaron colectar los explantes
primarios durante la estacion primaveral (abundantes lluvias) cuando las condiciones

ambientales propiciaban la brotacién de las yemas in vitro de forma activa.

La superficie de los tejidos de las plantas constituyen habitats para los microorganismos,
estos pueden alojarse en estomas, lenticelas o cualquier otra abertura natural, lo cual
dificulta en extremo la eliminacién de los mismos. El nimero de bacterias y hongos en los
tejidos aéreos pueden ser reducidos por el mantenimiento de los mismos en condiciones de
baja humedad (Alvarado, 1998). En época de seca, donde predominan bajos % de humedad
relativa, temperaturas bajas y escasas precipitaciones, el crecimiento de los
microorganismos asociados a los tejidos (fundamentalmente bacterias y hongos) es inferior
cuando se compara con el crecimiento en condiciones de altas temperaturas, elevado

porcentaje de humedad relativa y abundantes precipitaciones (época de lluvia). En este
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trabajo en el afio 2011 los valores promedios brindados por la Estacién Provincial de
Meteorologia de Villa Clara oscilaron en la época de seca (diciembre-abril), entre 27°C y
16,50°C para la temperatura. La humedad relativa se comport6 al 76,2 %, mientras que las
precipitaciones alcanzaron un valor de 21,38 mm. En la época de lluvia (mayo-noviembre)
los valores de temperatura oscilaron entre 30°C y 22,9°C; la humedad relativa se comport6 al
80,71 % para y las precipitaciones fueron de 199,87 mm. Estos valores contribuyeron a que
los porcentajes de contaminacion fueran mayores en la época de lluvia. En el presente
trabajo los menores valores de contaminacion se obtuvieron cuando los hijuelos fueron
colectados en la época de seca independientemente de la concentracion de NaClO utilizada.
Se encontraron porcentajes de contaminacién entre 6,66 hasta 33,3 %. Mientras que en la

época de lluvia los porcentajes de contaminacion oscilaron entre 65 hasta 100 %.

Arya et al. (2001), en el cultivo de Dendrocalamus asper J., destacaron la correlacién
existente entre las precipitaciones, humedad relativa y temperatura en el incremento del

namero de explantes libres de contaminantes microbianos visibles.

Gonzélez et al. (2005) evaluaron la influencia de la época del afio en la respuesta
morfogénica y bioquimica de explantes foliares de Coffea canephora P. var. Robusta
empleados para la formacion de callos. Estos autores sefialaron, que la época del afio en
gue se tomaron los explantes ejercié un marcado efecto en su respuesta morfogénica y
bioguimica en los genotipos evaluados. Se comprobd que los periodos mayo - junio, enero -
febrero y noviembre- diciembre resultaron mas favorable dado un elevado porcentaje de
formacion de callos, bajos indices de actividad enzimatica peroxidasa, oxidacion fendlica y

contaminacion fungica. Asi como un mayor contenido de proteinas totales.

En la desinfeccion del material vegetal, los desinfectantes mas comunmente utilizados

son el NaClO, hipoclorito de calcio (CaClO), peréxido de hidrogeno (H,0,) y etanol. Los tres
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primeros se emplean en concentraciones de 1,0 a 3,0 % en tiempos de 10 a 20 min. El

alcohol se utiliza generalmente al 70 %.

En Aloe arborescens las semillas para ser germinadas fueron desinfectadas con una
solucion de 70 % de etanol por 1,0 min seguido de NaClO al 3,5 % suplementado con
pocas gotas de Tween 20 por 10 min (Amoo et al., 2012). Asimismo, Jayakrishna et al.
(2011) en plantas crecidas en condiciones controladas encontraron mayor namero de
explantes libres de contaminacién en A. barbadensis Miller cuando utilizaron 70 % de
alcohol. Los autores refieren que los explantes fueron tratados con 0,1 % Tween20 en
condiciones de agitacion y luego lavados con agua destilada por 3,0-4,0 min. Mas tarde, el
material vegetal fue lavado con 0,25 % de NaClO, luego con agua destilada y finalmente con
0,1 % de bicloruro de mercurio (HgCl,) para volver a sumergirlos en agua destilada por 5,0
min. De igual manera Anusree et al. (2010) utilizaron en la desinfeccién de explantes de A.
vera el HgCl, con bajos indices de contaminacién. Sin embargo es notable destacar que a
pesar de la baja contaminacion referida por los autores, el HgCl, es un producto muy toéxico,
tanto para el explante como para la salud humana y no se elimina con facilidad (Marulanda

et al., 2005).

Como se puede apreciar en estas investigaciones el proceso de desinfeccidn en especies de
Aloe es complejo. Los métodos de desinfeccion utilizados no siempre eliminan las
poblaciones de microorganismos asociados a los tejidos de las plantas. Muchos de estos,
son capaces de permanecer latentes en el interior de las células, en los espacios
intercelulares o en los haces conductores y quedan protegidos de los agentes quimicos. Por
eso cuando se utiliza yemas para el establecimiento in vitro los porcentajes de contaminacion
son generalmente elevados y es necesario extremar las medidas para la disminucion de la

contaminacion (Alvarado, 1998). Esto reafirma la importancia de las medidas tomadas en el
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protocolo descrito en la presente investigacion, relacionadas directamente con la seleccién
de la época del afio. Ademas las medidas relacionadas con la limpieza del material previo a

la desinfeccidn, aspecto que favorecié la reduccion de contaminates.

En el presente trabajo el tratamiento, que incluia la época de seca y 2,0 % de NaClO fue el
que presentd el mayor valor de explantes libre de contaminacion. Estos resultados difieren
con lo expuesto en ICFRE (2002) donde encontraron menor contaminacion con 3,0 % de
NaClO en Bambusa. El porcentaje de contaminacién en este tratamiento fue de 6,66 %, valor
inferior al referido por Albany et al. (2006) quienes reportaron un 14,2 % de contaminacion
al utilizar 2,0 % de NaClO cuando propagaron in vitro plantas de A. vera. De la misma forma,
Matos et al. (2000) informaron un 24 % de contaminacion al utilizar 5,0 % de NACIO, seguido
de la aplicacion de un producto antibacterial y antimicético (Gerdex) por 20 min en el

establecimiento in vitro de A. vera.

Para la variable nimero de explantes necrosados se observé que el NaClO a una
concentracion de 3,0 % afectd el material vegetal obteniéndose los mayores valores de
explantes necrosados en ambas épocas del afio. Estos resultados corroboran los
presentados por Albany et al. (2006), en A. vera, quienes encontraron que a medida que
aumento la concentracién de NaClO el ennegrecimiento de los explantes fue mayor. De la
misma forma, Martinez (2007) obtuvo mayor mortalidad de los brotes de Cedrela fissilis al
utilizar NaClO al 3,0 % por 30 minutos. Los autores concluyeron que tiempos prolongados de
exposicion de los explantes a las sustancias desinfectantes y en concentraciones elevadas,
aunque controlaron de forma efectiva la contaminaciébn microbiana in vitro, afectaron el
porcentaje de brotacion de dichos explantes ocasionando la muerte de los mismos debido al

efecto fitotoxico de los tratamientos de desinfeccion.
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Es evidente que el procedimiento de desinfeccién propuesto en esta investigacion donde se
utilizan dos estrategias (época del afio para la colecta del material vegetal y el NaClO)
contribuye a la disminucién de los porcentajes de contaminacién. Minimizando el tiempo
necesario para el establecimiento in vitro, pues no es necesario el cultivo de plantas madres

en casas de cultivo. Lo cual incrementa el tiempo en el esquema de propagacion.
5.2 Fase de multiplicacién in vitro
5.2.1 Manejo del explante

Unos de los factores que influyen en la multiplicacién in vitro de los brotes es el manejo que
se realiza al explante en el momento de los subcultivos. En varias especies de plantas se
realizan seccionados totales o parciales de los explantes, asi como el decapitado del mismo
con la finalidad de inhibir la dominancia apical de la yema terminal y propiciar el desarrollo de

las pequenas yemas axilares (Orellana, 1998; George y Debergh, 2008).

En el cultivo de Aloe vera Albany et al. (2006) evaluaron el efecto del seccionamiento del
explante en interaccion con el estado fisico del medio de cultivo (semi-sélido y liquido en
agitacion) y determinaron que solo el medio de cultivo liquido favorecid la altura de las
plantas obtenidas in vitro sin aparente incremento en el nimero de brotes y que la
interaccion entre estos dos factores no resultd ser significativa. En contraposicion, en el
presente trabajo el manejo del explante utilizado influy6é en el crecimiento y desarrollo de los
brotes. Se encontraron diferencias significativas para las variables: numero y altura de los
brotes y se obtuvo el mejor resultado con el corte transversal. Estos resultados pudieron
deberse a que en el corte transversal - longitudinal parcial se indujo un declive en la

actividad del tejido meristemético como consecuencia del dafio al explante debido a los
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cortes, disminuyendo la regeneracion celular, el crecimiento y desarrollo de la planta

(Marulanda e Isaza, 2004).

Por otra parte Martinez et al. (2009) en Musa spp. obtuvieron que en los tratamientos en los
que se realizaba un corte longitudinal al centro del micro-cormo hasta el domo apical y sin
cortar transversalmente el pseudotallo, incrementaron significativamente el nimero de brotes

por explante en los tres cultivares, sin diferencias significativas entre ellos.
5.2.2 Efecto de la combinacién de auxina-citoquininas en la multiplicacion in vitro.

Un balance apropiado entre auxinas y citoquininas en el medio de cultivo es necesario para
la multiplicacién de plantas a partir de meristemos, apices o yemas. Este balance esta
determinado por las concentraciones enddgenas de auxinas y citoquininas presentes en el

explante, las cuales dependen de la especie y del tipo de explante (Jiménez et al., 1998).

La proliferacion de brotes axilares se logra con la adicién de citoquininas en el medio de
cultivo para romper la dominancia apical y estimular la brotacién de las yemas que se

encuentran en las axilas de las hojas (Mrogisnski et al., 2004).

En el presente trabajo las diferentes concentraciones de los reguladores del crecimiento
estudiados influyeron en el desarrollo de los brotes encontrandose los mejores resultados
cuando se utilizaron 2,0 mg.L" de 6-BAP y 0,5 mg.L™" de AIB. En este medio de cultivo se
obtuvieron los mayores valores de altura de las plantas y numero de brotes. Desde el punto
de vista fisiologico, esta respuesta puede estar relacionada con la reduccién de la
dominancia apical que segiun Van Standen et al. (2008) se produce al adicionar
determinadas concentraciones de citoquininas al medio de cultivo. Las citoquininas son

reguladores del crecimiento eficaces para estimular la iniciacion directa o indirecta de brotes.
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Estos resultados son similares a los referidos por Jayakrishna et al. (2011) en Aloe
barbadensis Miller, Arenas et al. (2003) en Turbinicarpus pseudopectinatus y Quiala et al.
(2003) en Pilosocereus robinii quienes emplearon en los medios de cultivo 2,0 mg.L™ de 6-
BAP. Esta es en general la citoquinina mas efectiva en la induccion de yemas axilares

(Cantillo et al., 2011).

En A. polyphylla el incremento de las concentraciones de Zeatina a 3,29 mg.L™ resulté en
una disminucién de la tasa de proliferaciébn (lvanova y Van Staden, 2010). Similares
resultados fueron obtenidos en la presente investigacion donde se disminuyé
considerablemente la proliferacion de brotes cuando la concentracibn de 6-BAP fue

incrementada a 8,0 mg.L™.

A pesar del papel determinante de las citoquininas en esta fase, en algunos casos es
necesaria la adicién de auxinas para estimular el crecimiento de los brotes (Van Standen et
al., 2008). En este trabajo fue imprescindible la presencia de citoquinina y auxina en los
medio de cultivo para producir una mayor proliferacion de brotes. Los mejores resultados se
obtuvieron cuando fue afiadido al medio de cultivo 6-BAP y AIB. Uno de los posibles efectos
de las auxinas en esta fase es anular el efecto depresivo de las altas concentraciones de
citoquininas sobre la elongacién de los brotes axilares y restablecer el crecimiento normal de

los mismos. Similares resultados fueron obtenidos por Anusree et al. (2010) en A. vera.

En Aloe se han utilizado en los medios de cultivo otras citoquininas y auxinas para la
multiplicacion in vitro. La combinacién entre el ANA y la Kinetina fue la méas efectiva en esta
fase en estudios realizados por Matos (2007). Mientras que otros autores han utilizado la
combinaciéon ANA-BA para micropropagar plantas de este género (Zeng et al., 2000; Liao et

al., 2004; Ahmed et al., 2007) y AIB-BA (Aggarwal y Barna, 2004).
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Por el contrario, en otros estudios se han obtenido mejores resultados utilizando 2,4-D-
Kinetina (Natali et al., 1990; Roy y Sarkar, 1991), AIB-BA (Cura et al.; 2004); ANA o AIB-TDZ

(Velcheva et al., 2010).

En la propagacién de A. chilensis se demostré el efecto positivo de la sacarosa, del BA y
del ANA en la formacién de nuevas yemas (Zhihua et al., 2004). Mientras que en A.
polyphylla se utilizd para la multiplicacion in vitro una mezcla de Zeatina-AlIB (lvanova y Van
Staden, 2010). No obstante de todas las citoquininas utilizadas en los procesos de
micropropagacion que hemos referido el 6-BAP constituye la mas empleada. Esto se debe a

gque la Zeatina es muy cara en el mercado y el TDZ induce variabilidad genética.

Es conocido que la presencia de determinadas concentraciones de 6-BAP en el medio de
cultivo pueden inducir la obtencién de plantas con sintomas de hiperhidricidad (Quiala,
2012).En el presente trabajo con ninguna de las concentraciones de 6-BAP utilizadas se

encontraron plantas hiperhidricas.

Ivanova y Van Staden (2008, 2010) en A. polyphylla encontraron diferencias en el porcentaje
de plantas con estas caracteristicas en dependencia del agente gelificante utilizado. Cuando
se empled el agar en el medio de cultivo los porcentajes de plantas hiperhidricas fueron de
17,2 %, mientras que cuando utilizaron Gelrite los porcentajes se incrementaron a 64,7 %.
En esta investigacion se utilizé agar como gelificante en los medios de cultivo lo que pudiera
ser el motivo de la no aparicion de plantas con hiperhidricidad, fendmeno negativo en los

procesos de propagacion.

En todas las concentraciones de reguladores del crecimiento ensayadas las plantas
desarrollaron el sistema radical. Esto pudo deberse a que el medio de cultivo contenia

carbon activado y este compuesto tiene como efecto absorber diferentes sustancias
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excretadas por la planta, las cuales inhiben la formacion de raices segun su grado de
toxicidad (Pan y Van Staden, 1998). En esta respuesta también pudo estar influyendo la
concentracion endogena de reguladores del crecimiento, fundamentalmente AIA. Ya que
cuando el potencial osmético del medio de cultivo se hace mas negativo, se limita a la
absorcion de los componentes del medio de cultivo. Por lo que disminuye la disponibilidad de
glucosa en los brotes y la presencia de auxina conjugada. Incrementdndose la auxina activa

en relacion favorable con el alargamiento de la raiz (Jiménez, 2008).

Resultados similares obtuvieron Natali et al. (1990) y Matos (2007) en A. vera, Chukwujekwu
et al. (2002) en A. polyphylla. Ya que el enraizamiento también ocurrié in vitro
independientemente del medio de cultivo. Por el contrario en investigaciones realizadas por
Roy y Sarkar (1991) y Albany et al. (2006) en A. vera se necesitd subcultivar brotes en un
medio de cultivo sin reguladores del crecimiento para lograr la induccion de las raices a los
21 dias de cultivo. En otras investigaciones realizadas en esta especie obtuvieron la
induccién de las raices probando varios medios de cultivo como SH (Schenk and Hildebrandt
1972), B5 (Gamborg, 1968), MS (Murashige y Skoog 1962), con varias concentraciones de
ANA, AIA, AIB y 2,4-D, encontrandose los mejores resultados con ANA. (Lee et al., 2011) y

AlA (Jayakrishna et al., 2011).

Anusree et al. (2010) lograron el enraizamiento de plantas de A. vera cuando utilizaron en el
medio de cultivo de enraizamiento AIB y ANA obteniendo solamente 80 % y 77 % de brotes
enraizados respectivamente, valores inferiores a los obtenidos en la presente investigacion
donde se alcanzé 100 %. Ademas es importante sefialar que no fue necesaria una fase de
enraizamiento, lo que trae como ventaja una reduccién del ciclo de cultivo al lograr el

enraizamiento a la vez que se multiplican los brotes.
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Cuando se increment6 la concentracion de 6-BAP en el medio de cultivo de 2,0 mg.L™ a 8,0
mg.L™ el nimero de raices disminuyd, lo cual pudiera estar relacionado con el desbalance
entre auxina /citoquininas que se produjo. Similares resultados fueron obtenidos por Cura et
al. (2004), que encontraron que la citoquinina (BA) ejercid un efecto represor en la

diferenciacion de raices en A. vera.

Las raices formadas in vitro pueden favorecer el crecimiento inicial ex vitro, aunque la tasa
de crecimiento éptima no ocurrird hasta que las nuevas hojas y raices se desarrollen en el
ambiente ex vitro (Seelye et al., 2003) La funcionalidad de las raices quedé demostrada en

este trabajo con la supervivencia de las plantas durante la aclimatizacion.
Numero de subcultivos

En la literatura cientifica se refiere que la tasa de multiplicacion de Aloe vera superior a dos
yemas nuevas comienza a observarse a partir del cuarto subcultivo y solo desciende a partir
del séptimo cuando el potencial genético disminuye por envejecimiento del tejido (Matos,
2007). No fue asi en el presente trabajo, en donde la evaluacion del coeficiente de
multiplicacion realizada a los brotes durante nueve subcultivos se mantuvo estable. Esto
indica que es posible mantener durante nueve subcultivos brotes de A. vera en multiplicacion
sin afectar el coeficiente de multiplicacion. Esta variable es una de las mas importantes en

los procesos de propagacion.
5.3 Efecto del sustrato durante la aclimatizacion de las plantulas.

Dado que entre los factores que mayor influencia tienen en la aclimatizacion de las plantas in
vitro se encuentran el tipo y composicion del sustrato, se hace necesario prestar especial

atencion a su seleccion y uso (Morales et al., 2009).
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El mejor sustrato obtenido para la adaptacion de las plantas de A. vera en condiciones ex
vitro fue el que contenia 100 % de Compost de cachaza. Mostrando los mayores valores en
cuatro de las cinco variables evaluadas. Este comportamiento de las plantas pudiera
deberse a que la composicibn de este sustrato determina una adecuada retencion de
humedad y componentes quimicos para proveer a la planta de agua y nutrientes. Al mismo
tiempo ejerce una influencia significativa en la arquitectura del sistema radical influenciando

el estado nutricional y la translocacién de agua en la planta (Morales et al., 2009).

Quiala et al. (2003) alcanzaron similares resultados en la aclimatizacion, pero en la especie
Pilosocereus robinii. Estos investigadores refirieron el empleo de un sustrato compuesto por
100 % de estiércol vacuno con mas de ocho meses de descomposicion con el que lograron
un 91,4 % de supervivencia de las plantas. Contrario a esto Montalvo (2004) destacé el uso
de una mezcla de 85 % de materia organica y 15 % de zeolita para la aclimatizacién de

Pilosocereus sp.

En el presente trabajo se alcanzaron altos porcentajes de supervivencia en todos los
tratamientos ensayados. Esta capacidad de las plantulas de Aloe para adaptarse a
condiciones ex vitro, sin mayor inconveniente, pudo deberse a que las hojas de esta planta
contienen mas de 98,5 % de agua (Lee et al, 2011) y esta especie posee un mecanismo
fotosintético acido crasulaceo y al pasar de la condicion heterotrofa (in vitro) a autétrofa (ex
vitro) posee mayor resistencia a la pérdida de agua por excesiva transpiracion; lo cual se ha
reportado como una de las principales causas de muerte de plantas en esta fase (Agramonte

et al., 1998).

Por otra parte es de destacar que las plantas in vitro se encontraban en camaras de luz
natural con un fotoperiodo de 13/11h de luz/oscuridad e intensidad luminosa entre 23,2 y

44,5 umol.m?.s™. Matos (2007) demostré que la capacidad de las plantas de A. vera para
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resistir la aclimatizacion dependia del fotoperiodo. Las plantas que se multiplicaron con 12 h
de luz, iluminadas con fluorescentes Grolux presentaron un 71 % de supervivencia, mientras
gue aquellas que se multiplicaron con 16 h luz mostraron solo un 50 % de supervivencia. Los
porcentajes de supervivencias logrados en esta investigacion (96,1 y 100 %) superaron los

referidos por dicho autor.

Por el contrario otros resultados en investigaciones realizadas en A. vera han mostrado como
mejor composicién de sustrato: suelo de jardin, compost y arena a una proporcion de 1:1:1
(Jayakrishna et al., 2011); pero con este sustrato solamente alcanzaron 75 % de

supervivencia.

Salazar et al. (2005) y Jiménez-Terry et al. (2010) sefialaron que no solo el tipo de sustrato
beneficia la aclimatizacién de las plantas in vitro, sino también la procedencia y calidad
morfoldgica de las plantas favorecen la aclimatizacién en condiciones de casa de cultivo. En
el presente trabajo con el protocolo de propagacion in vitro desarrollado se obtuvieron
plantas con excelentes condiciones fisiolégicas y morfolégicas para ser trasladadas a

condiciones ex vitro. Esto contribuyd a los resultados obtenidos en esta fase.

Varios autores han referido la importancia de un adecuado tamafio y buena calidad de las
plantas in vitro para su desarrollo durante la fase de aclimatizacion, porque de ellas depende
la supervivencia, velocidad de crecimiento y produccion final en la fase de campo (Diaz et al.,

2004; Gnanam, 2004).
Cambio de coloracion

A los 10 dias de plantadas las plantas en condiciones ex vitro se comenzé a observar un
cambio de coloracién de verde bosque (#228B22) a madera fornida (#DEB887) con mayor

incidencia desde el apice hasta la base de las hojas mas viejas y luego de 30 dias se
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retornaba a la coloracion a verde bosque (#228B22). Estos resultados pudieran estar
relacionados con las caracteristicas que presentan las hojas de las plantas obtenidas in vitro
Frecuentemente, las plantas se desarrollan en condiciones de alta humedad relativa y
moderada intensidad luminosa, por lo que presentan menor cantidad de cera epicutelar o
una alterada composicién quimica de la misma y la cuticula no esté totalmente desarrollada
(Hazarika, 2003; Preece, 2008; Ziv y Chen, 2008). Ilgualmente, en algunas plantas los
estomas formados son incapaces de completar el cierre estomatico bajo las condiciones ex
vitro, lo que conlleva a una pérdida excesiva de agua cuando son trasladadas a estas
condiciones (George y Debergh, 2008). Sumado a esto esta especie es del tipo CAM o sea
acumula mucha cantidad de &cidos en sus vacuolas. Al enfrentarse entonces a un estrés
debido al cambio de condiciones de in vitro a ex vitro, los &cidos son trasladados a los
cloroplastos transformando la clorofila a feofitina. Pasado los dias, las plantas se adaptaron a
su nuevo ambiente eliminandose el estrés y regresaron por tanto a su coloracion inicial (com.
pers). Al mismo tiempo, pudo influir en este comportamiento las diferencias en la intensidad
de la luz que incidia en la caAmara de crecimiento in vitro y la casa de cultivo ex vitro. Las
mediciones promedio de la intensidad de la luz en ambos lugares fueron de 33,85 umol.m?.s°

'y 345 pmol.m™.s™ respectivamente; encontrandose una gran diferencia.

(com. pers.) Sinesio Torres Garcia. Facultad de Ciencias Agropecuarias. Universidad Central “Marta

Abreu” de Las Villas.
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Conclusiones

6. Conclusiones
1. Se desarroll6 un protocolo de propagacion in vitro de Aloe vera. Con el cual se
puede obtener, en 12 meses, 12 612 plantas a partir de un hijo de planta adulta en

campo.

2. Se defini6 que la mejor época del afio para el establecimiento de explantes en
condiciones in vitro es la época de seca y que la concentracibn de NaClO mas

efectiva fue la de 2,0 %.

3. Realizar el corte transversal a los explantes como manejo durante la fase de

multiplicacion in vitro.

4. El mejor medio de cultivo en la multiplicaciéon in vitro de A. vera resulté ser el
compuesto por las sales MS (Murashige y Skoog, 1962), 3,0 % sacarosa, 20 mg. L™
de sulfato de adenina, 2,5 g.L™" de carbén activado, 2,0 mg.L™* de 6-BAP, 0,5 mg.L™

de AIBy 7,0 g.L™ de agar BioCen.

5. Se defini6 como sustrato para la aclimatizacion ex vitro de A. vera el compuesto por

100% de Compost de cachaza lograndose plantas con mayor calidad.
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Recomendaciones

7. Recomendaciones
1. Emplear el protocolo propuesto para la propagacion in vitro de Aloe vera.
2. Continuar evaluando varios ciclos de multiplicacion in vitro de las plantas para
observar el comportamiento del coeficiente de multiplicacion.
3. Evaluar el medio liquido como estrategias par la reduccion de costos del protocolo
propuesto.
4. Evaluar en condiciones de campo las potencialidades de las plantas obtenidas de A.

vera.
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