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Resumen

Se logro la optimizacion de un protocolo para la micropropagacion eficiente de Aloe vera L.
(Zabila) a partir de yemas apicales utilizando medio Murashige y Skoog (MS) con sacarosa 3%,
agar 1% y diferentes concentraciones de auxinas y citoquininas. Las tasas de multiplicacion
mas altas se obtuvieron con 2,69x10° M de acido naftalenacético (ANA) y 2,32x10° M de kineti-
na. Asimismo, se probaron diferentes concentraciones de acido ascorbico y distintas condicio-
nes de fotoperiodo. La concentracion de acido ascorbico que dio mejores resultados fue 5,7x10”
M, mientras que con 12 h de luz las tasas de multiplicacion fueron mas altas. El enraizamiento
se logroé sin necesidad de reguladores del crecimiento, mientras que la supervivencia de plantas
bajo condiciones de invernadero fue del 71%. Estos resultados demuestran que el cultivo in vi-
tro puede permitir la produccién de gran namero de plantas de A. vera, de gran importancia
medicinal e industrial.
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Optmisation of the in vitro culture protocol
for Aleo Vera L. (Zabila)

Abstract

It was established an optimised in vitro culture for efficient micropropagation of Aloe vera
L. Murashige & Skoog (MS) basal medium was used supplemented with 3% sucrose and 1%
agar. Different combinations of auxins and cytokinins were tested for apical buds proliferation
activity. Higher multiplication rates were found with naftalen acetic acid (NAA) 2,69x10° M and
kinetin 2,32x10° M. On the other hand, different concentrations of ascorbic acid and photope-
riod conditions were probed. The best ascorbic acid concentration was 5,37x10° M while it was
found higher multiplication rates with 12h day light. Plants rooted well without plant regulators
and it was observed a 71% plant survival under greenhouse conditions. These results showed
that A. vera in vitro cultures can increased the number of plants.
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Introduccion

Aloe vera L. (Zabila) es una planta origi-
naria de Sudafrica (1-3), sin embargo, puede
encontrarse en todo el continente africano y
en las zonas mas calidas de América, Gre-
cia, Italia y Espana (3, 4). Es de gran impor-
tancia por la cantidad de propiedades medi-
cinales y cosméticas que posee. En este sen-
tido, el cultivo in vitro se ha utilizado para la
obtencion de plantas de interés, ya que, con
un manejo adecuado de las condiciones nu-
tricionales, hormonales y ambientales, se
pueden desarrollar cientos de plantas en
corto tiempo.

Los primeros en trabajar con cultivos
in vitro de aloe fueron Groenewald y sus co-
laboradores (5), quienes lograron organogé-
nesis en A. pretoriensis. Posteriormente,
Racchi (6) obtuvo callos a partir de A. ferox
Mill. En A. vera, la micropropagacion ha
sido lograda por Natali et al. (7), Meyer y van
Staden (8) y Roy y Sarkar (9) utilizando me-
dio MS.

La alta demanda comercial de zabila
que existe hoy en dia, ha hecho que el cultivo
tradicional de esta planta se haga insufi-
ciente para satisfacer el mercado actual;
ademas, el establecimiento de cultivos in vi-
tro es realmente dificultoso, por el alto con-
tenido de compuestos fenodlicos que causan
oxidacion de los medios. Esta serie de he-
chosyla urgente necesidad de propagar ma-
sivamente el aloe dada su importancia eco-
nomica y medicinal, han conducido al mejo-
ramiento de los métodos de propagacion in
vitro de A. vera con el objeto de incrementar
la poblacion de plantas y abaratar los costos
por unidad. Por ello, este trabajo plantea la
optimizaciéon de un protocolo de micropro-
pagacion para la obtencion de gran numero
de plantas de A. vera a partir de yemas api-
cales. Se probaran diferentes condiciones de
fotoperiodo y distintas combinaciones hor-
monales con el objeto de obtener altas tasas
de multiplicacién y plantas regeneradas que
puedan ser aclimatadas.

Materiales y Métodos

Material vegetal y medios de cultivo

Las semillas de A. vera utilizadas en el
presente trabajo fueron donadas por Joseph
Clemens, de la Universidad de Arizona (USA)
y se mantuvieron en nevera a 4°C hasta su
utilizacion.

Los explantes de yemas apicales se ob-
tuvieron de plantulas normales de 2 a 3 me-
ses de edad crecidas in vitro a partir de semi-
llas germinadas en agar 1% en condiciones
estériles. Posteriormente, las yemas apica-
les fueron aisladas y se colocaron en frascos
de cultivo (SIGMA) con 25 ml de medio MS
(10), con sacarosa 3%, agar (SIGMA) al 1% y
pH entre 5,7-5,8.

Los medios de cultivo, material de vi-
drio y utensilios se esterilizaron durante 20
min a 1 atmésfera de presion y 121°C.
Todas las manipulaciones se realizaron en
condiciones de asepsia en camara de flujo
laminar.

Diez yemas apicales provenientes de
plantulas obtenidas de semillas se sembra-
ron en medio MS sin hormonas y en cada
uno de los medios descritos en la Tabla 1
(una yema por frasco de cultivo). De igual
manera, se sembraron 10 yemas bajo dife-
rentes fotoperiodos (12 y 16 h de luz) ilumi-
nadas con fluorescentes Grolux (F15
WT8/GRO) con intensidad de 45 ymol.m>.s™
en cada camara, a 25 * 1°C. Se realizaron
subcultivos mensuales y se valoro la res-
puesta midiendo la tasa de multiplicacion en
cada subcultivo, expresada como el namero
de nuevas yemas formadas a partir del ex-
plante inicial.

La tasa de multiplicacion obtenida en
cada subcultivo y la longitud alcanzada por
los nuevos brotes se expresaron como la me-
dia de todos los datos existentes, con un mi-
nimo de 5 datos por cada medio de cultivo.
Todos los experimentos fueron realizados
por triplicado.
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Tabla 1
Combinacion de los reguladores de crecimiento en los medios de cultivo para la multiplicacién
de las yemas (concentracién en M).

Medio de Cultivo Auxinas Citoquinina
2,4D' BA’® Kin’
MS(0) - - -
MS (1) 9,05x10° 2,22x10° -
MS (2) 2,26x10° 4,4x10° -
MS (3) 4,52x10° 2,22x10° -
MS (4) 2,26x10° - 4,65x10”
MS (5) 4,52x10° - 9,29x10”
MS (6) 4,52x10° - 2,32x10°
MS (7) 4,52x10° - 2,32x10°
MS (8) 4,52x107 - 2,32x10°
MS (9) 2,26x10° - 2,32x10°
MS (10) 4,52x10° - 2,32x10°
ANA" - 2,32x10°
MS (11) 5,37x10" - 2,32x10°
MS (12) 2,69x10° - 2,32x10°

12 4-D: acido 2,4-diclorofenoxiacético. 2BA: 6-benciladenina. °Kin: kinetina. * ANA: 4cido naftalenacético.

Utilizacion de antioxidantes en el
medio de cultivo

Para evitar la oxidacion y necrosamien-
to de los explantes, se probaron diferentes
concentraciones de acido ascorbico que se
anadieron al medio de cultivo. Estas fueron:
5,68x10%; 2,9x10°; 5,7x10° y 2,8x10” M.

Enraizamiento y Aclimatacion

Las yemas formadas en los medios fue-
ron colocadas en medio MS con las sales re-
ducidas a la mitad para el enraizamiento de
las mismas. El proceso de aclimatacion de
las plantas in vitro consistié en: a) transfe-
rencia a un substrato estéril turba-perlita
(1:1), durante 30 dias y b) transferencia a
macetas en invernadero con substrato de
igual proporcion que en la fase anterior, con
humedad relativa del 80-100%.

Analisis estadistico de los datos

Los resultados de los experimentos fue-
ron estudiados mediante analisis de varian-
za de un factor y las diferencias entre medias
se estimaron empleando el test de Duncan
para un nivel de significacion del 95%
(p=<0.05).

Resultados y Discusion

Efecto del acido ascorbico sobre
la oxidacion del medio de cultivo

Cuando se inici6 la siembra de yemas,
se observo que éstas producian callos basa-
les que al poco tiempo morian necrosados.
En este sentido, Roy y Sarkar (9) utilizaron
diferentes tipos de antioxidantes, entre
ellos, polivinilpirrolidona (PVP), acido ascor-
bico y carboén activado (0,5-1,0 mg/L). En el
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presente trabajo, de acuerdo con lo descrito
por Rout et al. (11), se anadi6 acido ascorbi-
co al medio de cultivo; la mejor concentra-
cion fue 5,7x10° M, observandose que los
porcentajes de necrosamiento disminuian y
que el color de los callos fue cambiando gra-
dualmente de marron a verde (Tabla 2). Ade-
mas cuando los medios comenzaban a to-
mar color marron, se pasaban a medio fres-
co para evitar su oxidacion total.

Efecto del fotoperiodo en la
multiplicacion de yemas

Otro de los factores fisicos importan-
tes para el establecimiento de cultivos de
tejidos es el fotoperiodo. En este trabajo, las
yemas de A. vera colocadas en fotoperiodo
de 12 h presentaron tasas de multiplica-
cion superiores a aquellas con fotoperiodo
de 16 h. Con 12 h, el numero medio de nue-
vas yemas fue de 3,4 mientras que con foto-
periodo de 16 h la tasa de multiplicacion
maxima fue 2,3. Ademas, con 12 h, la tasa
de multiplicacion superior a 2 yemas nue-
vas comenzo a observarse a partir del cuar-
to subcultivo y so6lo descendi6 a partir del
décimo cuando el potencial genético dismi-
nuye por envejecimiento; sin embargo, con
16 h solamente el sexto subcultivo mostro
una tasa superior a 2 (Figura 1). Otros au-
tores han realizado estudios para observar
el efecto del fotoperiodo en los cultivos.
Tsuro et al. (12) usaron luz continua para

optimizar la multiplicaciéon de yemas en La-
vandula vera. En A. vera se ha utilizado luz
continua para aumentar la tasa de multipli-
cacion en cultivos de meristemos (7). Kint-
zios y Taravira (13) observaron que los culti-
vos de Cucumis melo se comportaban de for-
ma distinta al ser incubados bajo diferentes
condiciones de luz. Segun los resultados
presentados en este trabajo, en A. vera el fo-
toperiodo influye de manera importante en
la tasa de multiplicacién ya que con 12 h las
tasas de multiplicacion fueron mas altas
que con 16 hdeluz. Por ello, en adelante, to-
das las yemas fueron cultivadas en fotope-
riodo de 12 h de luzy 12 h de oscuridad.

Multiplicacién de yemas apicales
en medio MS sin hormonas (MSO)

Inicialmente, las yemas de A. vera fue-
ron sembradas en medio MS sin hormonas
(MSO0), como medio control. Las yemas se
mantuvieron en cultivo durante 12 meses,
con subcultivos cada 30 dias.

Como se observa en la Figura 2, la tasa
de multiplicacion aumenté a partir del quin-
to subcultivo, con una tasa maxima media
de 2,745 yemas nuevas por explante con
una longitud media maxima de 2,068 cm. A
partir del séptimo subcultivo, la tasa de mul-
tiplicacion comienza a disminuir, igualmen-
te la longitud de las yemas.

Tabla 2
Efecto del acido ascorbico sobre la oxidacién por compuestos fendlicos en callos provenientes
de yemas apicales de Aloe vera L.

Conc. Numero de Callos % de oxidacion % de necrosis
acido ascorbico (M)
5,7x10™* 35 77 37
2,9x10° 27 74 14
5,7x10° 15 13,3 0
2,8x107 15 20 0
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Figura 1. Multiplicacién de yemas de Aloe vera en diferentes fotoperiodos. A: Fotoperiodo de 12 h de luz
y B: Fotoperiodo de 16 h de luz. Valores con la misma letra o sin ella no difieren significativa-

mente para p=<0,05 (test de Duncan).

Efecto de la concentracién hormonal
sobre la multiplicaciéon de yemas
apicales

Las yemas apicales también se sem-
braron en medio MS con diferentes concen-
traciones de reguladores del crecimiento,
con el fin de evaluar su efecto en la multipli-
cacion y elongacion de dichas yemas. Se

mantuvieron durante un periodo minimo de
12 meses, con subcultivos cada 30 dias.

De los medios probados, solamente se
muestran los resultados de los medios MS3,
MS4, MS8, MS9, MS10, MS11 y MS12, ya
que fueron los que permitieron la obten-
cion de mayor cantidad de material. A los
medios MS3, MS4, MS8, MS9 y MS10, se les
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Figura 2. Tasa de multiplicacion y longitud de yemas nuevas (media + D.E.) en medio Murashige y
Skoog sin hormonas (MS0). Valores con la misma letra o sin ella no difieren significativamente

para p=<0,05 (test de Duncan).

adicion6 2,4-D como auxina mientras que
los medios MS11 y MS12 contenian ANA.

La mayoria de los estudios en Aloe se
han realizado utilizando 2,4-D como auxi-
na. En los medios utilizados en este trabajo,
se experimento no soélo con esa auxina sino
que también se prob6é ANA, combinando €s-
tas con diferentes citoquininas, encontran-
dose las tasas de multiplicacion mas altas
con las combinaciones entre ANA y kinetina.
Por ejemplo, en el medio MS11, suplementa-
do con 5,37x10” M de ANAy 2,32x10° M de
kinetina, la tasa maxima de multiplicacion
fue de 4,8 yemas nuevas, sin embargo, al
aumentar la concentracion a 2,69x10° M de
ANA en MS12, manteniendo la misma con-
centracion de kinetina, la tasa de multipli-
cacion casi se duplico, por lo que una rela-
cion 1:10 de auxina/citoquinina resulto 6p-
tima para la multiplicaciéon (Figura 3). Meyer
y van Staden (8), también obtuvieron altas
tasas de multiplicacion utilizando medio MS
con 4,8x10° M de ANA aunque sin anadir ci-
toquinina. Otros autores han utilizado la
combinacion ANA/BA para micropropagar
plantas del género Aloe (14-16).

Por el contrario, en otros estudios (5, 7,
9) se han obtenido tasas de multiplicacion
mas altas utilizando 2,4-D mas kinetina. En
los ensayos llevados a cabo con los medios
utilizando 2,4-D como auxina, el medio que
resulté mas efectivo fue el MS4 con 2,26x10°
M de 2,4-D y 4,65x107 M de kinetina, segui-
do del medio MS3 que contenia 4,52x10°M
de 2,4-Dy 2,22x10° M de BA (Figuras 4 y 5).
Iguales resultados obtuvieron Natali et al.
(7), quienes lograron micropropagar A. vera
con 2,4-D y kinetina; no obstante, cuando
usaron 2,4-D y BA, observaron oxidacion y
formacion de callos.

Los resultados obtenidos en este traba-
jo demuestran que fue necesaria la presen-
cia de auxinas y citoquininas para que se
produzca una mayor proliferacion de las ye-
mas y que la combinacion ANA/ kinetina fue
mejor que la de 2,4-D /kinetina para inducir
la multiplicacion de yemas en A. vera.

En cuanto alas longitudes de las yemas
nuevas, en los medios MS11 y MS12, se en-
contré que al aumentar la concentracion de
ANA disminuye la longitud de las yemas ob-
tenidas, igual ocurri6 con los medios MSS,
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Figura 3.

Tasa de multiplicacién y longitud de yemas nuevas (media + D.E.) en medios de cultivo

utilizando ANA como auxina combinada con 2,32x10° M de kinetina. A, medio MS11, con
5,37x10"M de ANA y B, medio MS12 con 2,69x1 0°M de ANA. Valores con la misma letra o sin
ella no difieren significativamente para p=<0,05 (test de Duncan).

MS9 y MS10 (Figura 5), al aumentar la con-
centracion de 2,4-D. Sin embargo, las longi-
tudes maximas se encontraron en el medio
MSO, que no contenia hormonas, posible-
mente porque en este medio se desarrolld
menor numero de yemas.

Se observo la existencia de una relacion
entre la tasa de multiplicacién y la longitud
de las yemas obtenidas, ya que, al aumentar
la tasa de multiplicacion también aumenta-
bala longitud de las yemas nuevas y al bajar
ésta, disminuia el tamano, independiente-
mente del medio de cultivo usado, debido,
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2,26x10° M de 2,4-Dy 4,65x10” M de kinetina. Valores con la misma letra o sin ella no difieren
significativamente para p=<0,05 (test de Duncan).

probablemente, al descenso de la capacidad
de multiplicacion de los cultivos (17).

El analisis estadistico realizado para
comparar la capacidad de multiplicacion de
las yemas apicales en los medios, mostro
que el medio MS12 permiti6 obtener las ta-

sas de multiplicacion mas elevadas durante
mas tiempo.

Las yemas obtenidas, independiente-
mente del medio empleado, presentaron as-
pecto normal, con presencia de raices en to-
dos los medios (Figura 6).

Scientific Journal of the Experimental Faculty of Sciences,
at the Universidad del Zulia Volume 15 N° 3, July-September 2007



A.M. Matos Acurero | Ciencia Vol. 15, N2 3 (2007) 319 - 330 327

5 % dof ot "
. e ==
g 4 1a d e 25 g
) c cde -
.g- 3 T |1 i E
— V) | ,5
E 21 28
g 231 BE
.| kg
F 0 A S e e 0

1 2 3 45 6 7 8 910111213

Subcultivos

1 tasa de multip. —— long. yemas nvas.
c 5 B3
0 8
§ 4 T25 g _
— [
s 31 l 12 2§
= b M N T 1 5 T 0
=} ’ ©
E 27 11 23
8 1| D 2
© + 0,5 5
§ 0 e o -

1 2 3 456 7 8 910111213
Subcultivos

[Jtasa de multip. —e—long. yemas nvas.

5 51 C 13
B 1 - 2,5 o
g * ., EF
53| 1] X
! : DR
E 2 jqf [ 1 2 3
o

8 1| 05 § 2
g - -
i 0 e 0

12 3 45 6 7 8 91011 1213

Subcultivos
[ tasa de multip. —e— long. yemas nvas.

Figura 5. Tasa de multiplicacion y longitud de yemas nuevas (media = D.E.) utilizando 2,4-D como
auxina combinada con 2,32x10° M de kinetina. A, medio MSS8, con 4,52x10” M de 2,4-D, B,
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misma letra o sin ella no difieren significativamente para p=0,05 (test de Duncan).
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Cc

1cm

D

Figura 6. Yemas apicales de Aloe vera. A. En medio MS3 (2,4-D/BA), B. En M54 (2,4-D/kinetina), C. For-
macion de estoldn en yema en medio MS4, D. Formacion de raices y yemas. La barra represen-

talcm.

Enraizamiento y Aclimatacion

El enraizamiento y aclimatacion de las
yemas obtenidas, se llevo a cabo con éxito en
todos los medios (Figura 7A). Las raices ob-
tenidas en el medio control MSO eran finasy
ramificadas, en los otros medios se observa-
ron raices gruesas que permitian mantener
el peso de la planta en el medio de cultivo (Fi-
gura 7B). La capacidad de enraizamiento
depende de la interaccion de complejos fac-
tores externos e internos (18). Asi, en este
trabajo, la mayoria de las plantas, en todos
los medios usados, formaron raices, por lo
que no fue necesario el uso de reguladores

para inducir enraizamiento, quizas porque
la concentracion enddgena de auxinas en
esta planta es suficientemente alta como
para promover el enraizamiento (19). Iguales
resultados han sido descritos por Natali et
al. (7) en A. vera, por Chukwujekwu et al.
(19) en A. polyphylla. y por Skirviny Chu (20)
en cultivares de rosa. La funcionalidad de
las raices quedo6 demostrada con la supervi-
vencia de las plantas durante la aclimata-
cion.

Para la aclimatacion de las nuevas
plantas, éstas se transfirieron a recipientes
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Figura 7. A. Raices en medio MS0. B. Raices en medio MS4. C., D. y E. Plantas de Aloe vera en fase de
aclimatacion. F. Plantas multiplicadas con fotoperiodo de 12 h de luz. G. Plantas multiplicadas

con fotoperiodo de 16 h de luz.

con apertura gradual para la adaptacion a
condiciones ex vitro (no estéril y menor hu-
medad relativa). Durante esta fase se obtuvo
100% de supervivencia. Finalizada la etapa
anterior, las plantas se transfirieron a inver-
nadero. En el momento de transferir las
plantas a invernadero, la longitud media era
de 5 cm, después de 6 meses, las plantas
presentaban una longitud media de 11,25
cm (Figura 7C-E).

Se demostro que la capacidad de las
plantas de A. vera para resistir la aclimata-

cion depende del fotoperiodo, ya que las que
se multiplicaron con 12 h de luz presentaron
un 71% de supervivencia en invernadero
mientras que aquellas que se multiplicaron
con 16 h luz, mostraron sé6lo un 50% de su-
pervivencia. No se observaron diferencias en
cuanto a la aclimatacion entre los distintos
medios utilizados. En cuanto a la morfologia
de las plantas, las obtenidas con 12 h de luz
presentaban color verde intenso, mientras
que las que crecieron con 16 h de luz, tenian
color verde-marron (Figura 7F-G).

Scientific Journal of the Experimental Faculty of Sciences,
at the Universidad del Zulia Volume 15 N° 3, July-September 2007



330

Micropropagacion de Aloe vera L. (Zdbila)

Conclusiones

El protocolo desarrollado para la multi-
plicacion de A. vera a partir de yemas apica-
les permite obtener buenas tasas de multi-
plicacion utilizando ANA y kinetina. La adi-
cion de acido ascérbico al medio de cultivo y
la exposicion de los cultivos a un fotoperiodo
de 12 h de luz también son factores impor-
tantes. El enraizamiento ocurre in vitro, in-
dependientemente del medio de cultivoy sin
aplicacion de hormonas. La aclimatacion se
logré con altos porcentajes en invernadero.

Sin duda, los resultados obtenidos en
el presente trabajo serviran de base para
otros estudios y pueden ser aplicados para
incrementar la poblaciéon de plantas y con-
tribuir, asi, a satisfacer la alta demanda co-
mercial de esta planta.
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