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RESUMEN

La teca (Tectona grandis L.) esta considerada entre las cinco primeras especies
maderables de mayor importancia a nivel mundial y en Cuba se encuentra dentro
de las 21 especies forestales priorizadas por el sector estatal forestal para el
fomento de plantaciones comerciales. El presente trabajo se realiz6é con el objetivo
de obtener una metodologia de propagacion clonal in vitro de arboles de teca con
el empleo de medios de cultivo semisoélidos y sistemas de inmersion temporal. Los
brotes epicérmicos con una semana de rebrote en el tocon constituyeron el
material vegetal mas adecuado para la revigorizacion de los arboles adultos y el
establecimiento del banco de plantas donantes. Se desarroll6 un protocolo de
propagacion in vitro en medios de cultivo semisélidos y se demostrd que el empleo
de los sistemas de inmersién temporal durante la etapa final de la fase de
multiplicacion de los brotes en ausencia de la 6-Bencilaminopurina (6-BAP) o con
una concentracion de 2,22 yM 6-BAP permitio obtener plantas sin desordenes
fisiol6gicos, capaces de sobrevivir en un alto porcentaje durante la aclimatizacion.
Los estudios de protedmica realizados mediante MALDI-TOF-TOF permitieron por
primera vez obtener el perfil proteémico de la hoja de teca y demostrar que la
hiperhidricidad de los brotes es el resultado de una sobreacumulacion de
citoquininas endogenas en formas activas que disminuyd la expresion de las
enzimas de tipo Peroxidasas, afectando la capacidad antioxidante y adaptativa de
las plantas. Se logré establecer una relacion entre los cambios morfologicos y los
desérdenes anatomicos y fisioldgicos, lo que permitid definir indicadores
tempranos de la calidad de las plantas de teca. Con la metodologia descrita se
logré aprovechar por primera vez las ventajas de los medios de cultivos liquidos
para la propagacion in vitro de esta especie forestal.

COMUNICACION CORTA
Introduccién

La teca (Tectona grandis L.) esta considerada entre las cinco primeras especies
maderables de mayor importancia a nivel mundial y en Cuba se encuentra dentro
de las 21 especies forestales priorizadas por el sector estatal forestal para el
fomento de plantaciones comerciales por lo que existe la necesidad de
incrementar el nUmero de posturas para en corto periodo de tiempo garantizar la
demanda de la industria agroforestal.

Debido a la baja eficiencia de los métodos tradicionales de propagacion el cultivo
in vitro se ha convertido en el método mas promisorio para la propagacion clonal
de plantas de teca a gran escala con alta uniformidad y en un corto periodo de
tiempo (Tiwari et al.,, 2002). Sin embargo, aunque se han desarrollado diversos
trabajos para la propagacion in vitro de la teca a partir de semillas germinadas in
vitro y cultivo de apices procedentes de brotes de arboles adultos (Tiwari et al.,
2002; Castro et al., 2003; Gangopadhyay et al., 2003; Yasodha et al., 2005), aun
persisten dificultades con el coeficiente de multiplicacion, la susceptibilidad de los
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brotes a la hiperhidricidad y la fenolizacion, asi como el bajo porcentaje de
enraizamiento in vitro, por lo que se hace necesario realizar estudios que permitan
mejorar la propagacion a escala comercial de esta especie (Mendoza et al., 2007).

Por otro lado, los paises donde se cultiva la teca (India, Myanmar, Tailandia, Laos,
Costa rica, entre otros) han desarrollado sus propios protocolos de propagacién in
vitro a partir de materiales seleccionados. En Cuba también se han descrito dos
protocolos a escala experimental, tanto a partir de material juvenil (Ramirez et al.,
2003) como material adulto (Daquinta et al., 2001). Sin embargo, todos estos
protocolos se basan en el empleo de los medios de cultivos semisdlidos, por lo
gue tienen como desventajas que los coeficientes de multiplicacién son limitados,
los altos costos por mano de obra y el uso de agentes gelificantes que limita la
posibilidad de automatizacion. Por otro lado, en el caso de las plantas lefiosas las
condiciones estaticas en las cuales se desarrolla el cultivo in vitro convencional no
permiten emplear medios de cultivo liquidos, debido a la alta susceptibilidad de
estas especies a desarrollar la hiperhidricidad. Con el empleo de los sistemas de
inmersion temporal (SIT) durante la etapa final del cultivo in vitro se podria,
siempre y cuando se controle la hiperhidricidad, aprovechar las ventajas de los
medios de cultivos liquidos y al mismo obtener plantas de mejor calidad.

El presente trabajo tuvo como objetivos:

1. Obtener un protocolo propagacion clonal de arboles adultos de T. grandis en
medios de cultivo semisélidos.

2. Determinar el efecto de diferentes concentraciones de 6-BAP en la
multiplicacion, la morfo-anatomia y la fisiologia y la supervivencia ex vitro de
brotes de teca cultivados en Sistemas Inmersion Temporal.

3. Determinar el efecto del 6-BAP en la induccién de cambios morfo-anatomicos,
fisiologicos y la respuesta hiperhidrica de los brotes.

4. Identificar proteinas expresadas diferencialmente en los brotes cultivados en los
SIT, durante la induccién de la respuesta hiperhidrica.

CAPITULO I: Propagacion clonal de arboles adultos de T. grandis en medios
de cultivo semisolidos

En este trabajo se describe el desarrollo de un método eficiente para la
propagacion clonal via organogénesis de arboles de teca de mas de 30 afios de
edad. Se estableci6 un banco de plantas donantes de T. grandis en casa de
cultivo a partir de brotes epicormicos de arboles adultos. Con brotes epicormicos
colectados una semana después del rebrote se obtuvo el mayor porcentaje de
enraizamiento (47,5%), esto coincidié con el menor grado de metilacién del ADN
(7%). Los resultados demostraron que la capacidad para formar raices de los
brotes epicormicos de teca disminuye a medida que aumenta el tiempo de
permanencia del rebrote en el tocon y que esta pudo estar influenciada por
eventos epigenéticos como la metilacion del ADN (Revista Biotecnologia
Vegetal, 8 (1): 51 - 56, 2008). Una vez establecido el banco de plantas donantes
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se tomaron brotes axilares a partir de estas las plantas para el establecimiento in
vitro. Durante el establecimiento in vitro se caracteriz6 la microbiota de las plantas
donadoras, asi como los contaminantes fungicos més frecuentes en los explantes
(Revista Biotecnologia Vegetal. 9: 99-103, 2009). A partir de esta
caracterizacion se aplico un tratamiento fitosanitario a las plantas quince dias
antes del establecimiento in vitro. Con el empleo de NaOCI al 2% durante 10
minutos y la transferencia de los explantes a medio de cultivo fresco 48 horas
después de realizado el establecimiento, se redujo el porcentaje de explantes
fenolizados (30%) y se incrementdé a un 85% el porciento de explantes
establecidos in vitro. Los mejores resultados durante la multiplicacion de los brotes
se lograron con la concentracion de 4,44 uM de 6-BAP, con 3,0 g.I-1 de Gelrite y
con un tiempo de cultivo de 42 dias; con lo cual se alcanzaron coeficientes de
multiplicacion de 5,02 brotes/explante; con solo 0,35 brotes hiperhidricos por
planta. Se logré un enraizamiento in vitro del 72.5% con la adicién de 0,75 mg.l-1
de AIB y 40 g.I-1 de sacarosa al medio de cultivo. Durante la aclimatizacién a las 4
semanas de cultivo, las plantas propagadas in vitro alcanzaron un 70% de
supervivencia en un sustrato con 80% de materia organica y 20% de zeolita. El
100% de las plantas sobrevivid al trasplante y 10 semanas después de la
transferencia ex vitro se encontraban listas para la plantacion en campo.

CAPITULO II: Cultivo de brotes de T. grandis en SIT: Efecto de la
concentracion de 6-BAP en la multiplicacién, la morfo-anatomia y la
fisiologia de los brotes

La investigacion realizada durante el cultivo de brotes de teca en los SIT tuvo
como objetivo determinar el efecto de la concentracion de 6-BAP en la
multiplicacion in vitro, la morfo-anatomia, la fisiologia y la supervivencia ex vitro de
brotes de teca cultivados en estos sistemas semi-automatizados. Se estudio el
efecto de tres concentraciones de 6-BAP (2,22; 4,44 y 6,66 uyM) y un tratamiento
control sin 6-BAP en la multiplicacion de los brotes de teca y mediante la
evaluacion de indicadores morfolégicos, anatémicos y fisiolégicos se definié la
concentracion mas adecuada. Se observo la anatomia foliar mediante microscopia
electronica de barrido y se realizaron fotomicrografias para el andlisis
morfométrico del complejo estomatico. Las imagenes fueron analizadas y
procesadas con ayuda de un software informético (Image Pro Plus). Se detectd la
presencia de ligninas en secciones transversales del tallo mediante técnica
histoquimica (Tincién de Wiesner, con fluoroglucinol-HCL). Para la caracterizacion
fisioloégica del material vegetal, se determiné el contenido de agua a partir de la
masa fresca y seca y mediante espectrofotometria se cuantificé el contenido de
fenoles totales y de pigmentos fotosintéticos (clorofila a, b y carotenoides);
mientras que la cuantificacibn del contenido enddégeno de reguladores del
crecimiento se realiz6 mediante HPLC y espectrometria de Masas. Las plantas
obtenidas fueron transferidas a condiciones de casa de cultivo para evaluar el
efecto de la concentracion de 6-BAP en la supervivencia ex vitro de las plantas. Se
determind que el 6-BAP en concentraciones de 4,44 y 6,66 uM disminuyé la
calidad de los brotes al provocar un incremento del contenido de agua en los
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mismos, desérdenes en el aparato estomatico, el desarrollo de un sistema
vascular hipolignificado, disminucion del contenido de sustancias antioxidantes y
una sobreacumulacién de citoquininas en formas activas; esto se correspondi6
con un menor porcentaje de supervivencia ex vitro. El mejor resultado se logré con
el tratamiento de 2,22 yM de 6-BAP, las plantas obtenidas desarrollaron desde la
fase in vitro caracteristicas estométicas similares a las plantas in vivo, con un
sistema vascular bien lignificado, sin efecto residual de CK activas, un alto
contenido de sustancias antioxidantes de naturaleza fendlica y de reguladores del
crecimiento de respuesta a estrés bidtico y abibtico; estas caracteristicas
determinaron una mayor supervivencia durante la fase de aclimatizacién (91,7%).
Los resultados demostraron que en los SIT con una concentracion de 2,22 yM de
6-BAP se logran condiciones de cultivo que permiten mantener los coeficientes de
multiplicacion alcanzados en medios de cultivos semisélidos (4,1brote/explante) y
al mismo tiempo la activacion temprana en dichas plantas de mecanismos de
respuestas a los cambios ambientales que son esenciales para su adaptacion a
las condiciones ex vitro. (Plant Cell Tissue and Organ Culture, 109:223-234,
2012).

CAPITULO llI: Cultivo de brotes de T. grandis en SIT: Efecto del 6-BAP en la
induccion de cambios morfo-anatomicos, fisiolégicos y la respuesta
hiperhidrica

Se compard mediante la evaluacién de los indicadores morfologicos vy fisiolégicos
descritos anteriormente la morfo-anatomia y la fisiologia de tres tipos de brotes
cultivados en los SIT con 4,44 yM de 6-BAP, los cuales presentaban cambios
morfologicos (Tipo 1, Tipo 2 y Tipo 3). Se estudiaron los cambios de expresion
diferencial de proteinas en estos tipos de brotes cultivados con 6-BAP mediante la
comparacion de su perfil protedbmico con el de brotes cultivados sin reguladores
del crecimiento (control). Al no existir en la literatura internacional antecedentes de
estudios de protedmica en teca fue necesario establecer el perfil protedmico de la
hoja teca como paso previo a los estudios de expresiéon diferencial. Se obtuvo el
perfil protedmico de la hoja de teca a partir de 100 proteinas identificadas
mediante espectrometria de masas y el andlisis de la huella peptidica recogida en
bases de datos (sistema MALDI-TOF-TOF) y se identificaron 7 proteinas
probablemente especificas de la especie (Proteomics, 12:1-12 (2012)). Mediante
la identificacion de proteinas expresadas diferencialmente, se pudo determinar
gue la respuesta hiperhidrica inducida por el 6-BAP en los brotes, estuvo asociada
a una sobreacumulacion de citoquininas enddgenas en formas activas, que
disminuyé la expresion de varias enzimas implicadas en diferentes rutas
metabdlicas principalmente de tipo Peroxidasa. Esto afectdé la capacidad
antioxidante de los brotes, la xilogénesis, la biosintesis de la pared celular y la
lignificacion; lo que constituy6 la causa principal de la hiperhidricidad y de la baja
capacidad adaptativa de estos brotes.
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Novedad Cientifica:

El trabajo cientifico realizado constituye, hasta el momento, el mas abarcador
realizado a nivel internacional sobre el papel inductor de las citoquininas en la
induccion de la respuesta hiperhidrica y brinda la teoria mas completa sobre la
causa de este fenbmeno en las plantas cultivadas in vitro. Se describe la
respuesta de los brotes de teca al incremento de la concentracion de 6-BAP en los
SIT, mediante la evaluacion de diferentes variables morfo-anatbmicas vy
fisiol6gicas, como es la caracterizacion de la anatomia foliar mediante microscopia
electronica de barrido y el andlisis morfométrico del complejo estomético mediante
software informatico. Asi como la determinacion del contenido de agua, de fenoles
totales, la deteccion de ligninas en secciones transversales del tallo, la
determinacion del contenido de pigmentos fotosintéticos y de reguladores
enddégenos del crecimiento, aspectos nunca antes descritos en la literatura
internacional para la teca. Se logré establecer el perfil protedmico de la hoja de
teca y se detectaron 7 nuevas proteinas que podrian ser especificas de la teca y
que trazan el camino a seguir en futuros estudios de proteOmica en esta especie.
El estudio de expresion diferencial de proteinas abordado en este trabajo no tiene
precedentes en la literatura internacional, este permiti6 mediante espectrometria
de masas y el andlisis de la huella peptidica recogida en bases de datos (sistema
MALDI-TOF-TOF), identificar proteinas expresadas diferencialmente inducidas por
el 6-BAP y asociadas con la respuesta hiperhidrica.

Beneficios alcanzados:

El empleo de los medios de cultivos liquidos para la propagacion de especies
forestales, descritas en la literatura internacional se reduce a solo 4 especies,
entre otros factores, la principal limitante ha sido la hiperhidricidad. La metodologia
descrita en este trabajo con el empleo combinado de medios de cultivos
semisolidos y sistemas de inmersion temporal, estos ultimos en la etapa final del
cultivo in vitro, permiten aprovechar por primera vez las ventajas de los medios de
cultivos liquidos para la propagacion de la teca (ver Anexo 1). Los resultados
obtenidos han servido de base para la elaboracién de un instructivo técnico para la
propagacion comercial en biofabricas de esta especie (Instructivo Técnico para
la Propagacion in vitro de la Teca, 2010), este instructivo forma parte del
paquete tecnolégico de la Biofabrica del IBP. En dicha area con la aplicacion de
este protocolo se han producido un total de 3500 plantas las cuales han sido
entregadas a la empresa Forestal de Villa Clara y a la Empresa de Desmonte y
Construccién de esta provincia. Por otro lado, la evaluacion y el andlisis de
indicadores morfo-anatomicos y fisiologicos asociados al 6-BAP y los estudios de
protedmica contribuyeron a un mejor entendimiento de los cambios bioquimicos y
moleculares asociados al efecto inductor de las citoquininas en la respuesta
hiperhidrica de los brotes propagados. Se establecié un disefio experimental que
sienta las bases metodoldgicas para el estudio de la fisiologia de las plantas
forestales cuando son cultivadas en los SIT y se logré establecer a nivel
internacional las bases y procedimientos para los estudios de protedmica en la
especie T. grandis. Por otro lado, tomando como referencia los estudios realizados
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en la teca, los resultados y conocimientos obtenidos sirven de base para el empleo
de los SIT en la propagacion de otras especies agroforestales y lefiosas.

Publicaciones realizadas que guardan relacion con el presente trabajo:

1. E. Quiala, Cafal, M.J, Meijon, M., Rodriguez, R., Chavez, M., Valledor, L.y
Barb6n, R. (2012) Morphological and physiological responses of proliferating
shoots of teak to temporary immersion and BA treatments. Plant Cell Tissue and
Organ Culture, 109:223-234. (Factor de Impacto: 3,6)

2. Proteomic profiling of Tectona grandis L. leaf. (2012) E. Quiala, Rodriguez, R.,
Canal, M.J, Meijon, M., Barbon, R., Chavez, M. y Valledor, L. (2012) Proteomics,
12:1-12. (Factor de Impacto: 4,1)

3. Acosta-Suarez M., Y. Alvarado-Capd, M Cruz-Martin, Leiva-Mora M, C.
Sanchez-Garcia, Roque B., Quiala E., Chavez M., Jiménez-Terry F., la O M.,
Barbén R., Collado R., Rodriguez M., de Feria M., Borroto | y Pérez M (2009)
Microbiota de plantas donadoras y contaminantes fungicos del establecimiento in
vitro de especies forestales. Revista Biotecnologia Vegetal. 9: 99-103.

4. E. Quiala, L. Valledor, R. Hazbun, R. Barbon, M.J Cafal y R. Rodriguez (2007)
Estandarizacion de protocolos para la cuantificacion del grado de metilacion de
ADN genomico de brotes epicormicos de Tectona grandis L. Revista
Biotecnologia Vegetal. 7: 55-60.

Presentacion en Eventos Internacionales

1. IX Simposio Internacional de Biotecnologia de las Plantas. Abril de 2010, Villa
Clara, Cuba.

2. VII Encuentro Latinoamericano y del Caribe sobre Biotecnologia Agropecuaria
REDBIO. México 2010. Guadalajara, Jalisco, México, 2010.

3. VIII Encuentro Internacional de Biotecnologia Vegetal BIOVEG 2011. Ciego de
Avila, Cuba 2011.

4. X Simposio Internacional de Biotecnologia de las Plantas. Abril de 2011, Villa
Clara, Cuba

5. 1er taller Internacional —Los biorreactores un puente del laboratorio a la tierra.
Septiembre, 2012. CATIE, Turrialba, Costa Rica.

Tesis doctoral

_ Efecto de la 6-Belcilaminopurina en la morfo-anatomia y la fisiologia de brotes
de T. grandis L. cultivados en los sistemas de inmersion temporal. Autor: Elisa
Quiala Mendoza. (2013). Facultad de Ciencias Agropecuarias. Instituto de
Biotecnologia de Las Plantas. Universidad Central Marta Abreu de Las Villas,
Cuba.

Tesis de Maestria

_ Propagacion in vitro de Tectona grandis L. a partir de apices de brotes axilares
de plantas de origen epicormico. Autor: Marcos Vinicio Jiménez Tello (2008).
Facultad de Ciencias Agropecuarias. Instituto de Biotecnologia de Las Plantas.
Universidad Central Marta Abreu de Las Villas, Cuba.
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Instructivo Técnico

_ Instructivo técnico para la propagacion in vitro de la teca (T. grandis). Facultad
de Ciencias Agropecuarias. Instituto de Biotecnologia de Las Plantas (Biofabrica
IBP). Universidad Central Marta Abreu de Las Villas, Cuba

Anexo

Colecta de brotes
epicérmicos

Enla lzarrllento en casa de
Arbol Plus cultivo

Banco de plantas
donantes

Establecimiento

- in vitro
i Multiplicacién
Aclimatizacién Ryees”™ Eﬂr?'i'zs;:-rl:nto in vitro u
(60-70 %) (60-70 %) 3,7CM

Enraizamiento ex vitro y Aclimatizacion
(91.7%supervivencia)

Multiplicacion en SIT
(2,22 pm de 6-BAP) SIT

4,1 cm

Esquema para la propagacion in vitro de la teca empleando medios de cultivos semisdlidos y
sistemas de inmersién temporal (SIT)
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