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RESUMEN. Se realizaron cortes histoldgicos del ealle producida por hojas de Begonia x fuberhybrida cultivadas in vitro. El callo
estiva canstituide per células parenquimatosas y por centros menstematicos que se organizan en promeristemos, los cuales dan

arigen a los brotes.
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HISTOLOGIC ANALYSIS OF CALLUS PRODUCED BY LEAVES OF Begonia x tuberhybrida
DEVELOPMENT in vitro

SUMMARY. Callus culttures from leaf sections of Begonfa x fuberhybrida were examined by histological technigue, Peryodic Acid
Schiff (PAS). Parenchymatous cells and aggregate of meristematic cells forming meristematic centers and promeristems, were

observed in callus examined.
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INTRODUCCION

La Begoria x tuberhybrida es una planta de interés
comercial como planta de omato. Tradicionalmente, su
propagacién se hace por esquejes de tallo, hoja y por
brotacion de tubérculo (Corbertt, 1964, Del Cafizo,
1977, Salmeron, 1981; Marquez, 1987 y Larson, 1988).
Sin embargo, para lograrlo se requiere de condiciones
adecuadas de temperatura, luz, humedad, elc.
{Larson, 1988). Por los métodos de propagacidn vege-
tativa y por cultivo de tubérculos se requiere de un
tiempo considerablemente largo para la obtencidn de
plantas y el nimero logrado de éstas es reducido, ya
que no se pueden hacer mas de diez cortes por planta
grande (40 a 50 cm de altura) y no mas de seis a ocho
divisiones de un tubérculo grande (4 a 6 cm de diame-
tro) (Peck y Cumming, 1984), por lo anterior, s consi-
dera que Begonia x fuberhybrida Voss, puede ser pro-
pagada masivamente por la técnica de cultivo de teji-
dos vegetales, La técnica también facilita la realizacion
de estudios morfogeneticos, habiéndose realizado
numerosos trabajos en este sentido con diversas es-
pecies (Winton, 1978; Tran Thanh Van, 1981 y Cris-
tianson y Wamnick, 1988).

La propagacion in vitro de Begonia x tuberhybrida

fue realizada por Peck y Cumming {1984} quienes uili-
zaron como fuente de explante a las hojas. Al repro-

ducir las condiciones que ellos establecieron, obser-
vamos que una regeneracién abundante de brotes
ocurre por la via de la organogénesis indirecta, intere-
sandonos entonces por los eventos histolbgicos que
dan lugar a este proceso.

METODOLOGIA

Se cultivaron explantes provenientes de hojas ma-
duras de Begonia x tuberhybrida en el medio de Peck y
Cumming (1984}, Los explantes gue mostraron res-
puesta fueron fijados, a los 30 dias del cultivo, en una
mezcla de formokacido acético-etanol (FAA) por 24
horas y procesados para su inclusion en parafina
{Johansen, 1940). Los cortes histologicos de 10 a 12
micras se tifieron con la técnica del acido peryodico-
reactivo de Schiff (PAS) combinada con hematoxilina
{Deledn, 1883).

RESULTADOS

Las divisiones celulares que dan lugar a la forma-
cidn de tejido indiferenciado se inician a parlir de célu-
las parenguimatosas cercanas a los haces vasculares
{Figuras 1a y h). Ese callo proveniente de explantes de
30 dias en cultivo, el cual estuvo constituido por células
parenguimatosas grandes y vacuocladas con nucleos
peqgueios (Figura 2 a); algunos grupos de estas célu-
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Fig. 1. Proliferacidn de células a partir de explantes de hoja de Begonia x tubsrhybrida (técnica: PAS, 1716X).

a) Células parenquimatosas cercanas a los haces vasculares.

b} Célula en mitosis cerca del xiiema.
cp = Células parenquimatosas, X = Xilema, m = mitosis.

las, se ubicaron hacia la periferia del callo, mostrando
abundante acumulacién de carbohidratos en la forma
de granules de almid6n (Figuras 2b y c).

Los agregados de células meristeméticas estuvie-
ron inmersos en el callo parenquimatoso (Figura 3a).
Estas células se caracterizaron por ser de tamafio
pequeiio, citoplasma denso, nicleos grandes y difusos
asi como nucleclos intensamente tefiidos, las divisio-
nes mitéticas fueron frecuentes (Figuras 3b y d), v
conducen al aumento de la masa celular del agregado
que finalmente constituye un centro meristemético o
meristemoide y posteriormente un promeristemo
(Figuras 3 ¢ y d).

DISCUSION

Una organizacién similar del tejido calloso ha sido
observada en otras especies como en Medicago sativa
L., alfalfa (Heméndez, 1989), Sainipaulia jonantha
Wendl., violeta africana (Vazquez ef al, 1977); Nico-
tiana tabacum L., tabaco (Thorpe and Murshige, 1870),
etc. Quienes informan también que la formacidn de
centros meristeméticos es requisito previo para la dife-
renciacién de otras estructuras, ya sean embriones
somaéticos, o bien, meristemos apicales de brote.

En relacién a la acumulacién de carbohidratos co-
mo gréanulos de almidén, detectados por la técnica de
PAS, es probable que esta caracteristica esté relacio-
nada con la formacidon de brotes. Thompe y Meier

Anilsis histo, .

(1872), observaron que en los callos de tabaco, que
forman brotes, el pico de acumulacién de almidén se
presenta justamente antes de la formacién de meris-
temoides. Probablemente este almidén sea la fuente
de energia requerida para la diferenciacién de los bro-
tes. Este es uno de los fendmenos que hace falta in-
vestigar en Begonia x fuberhybrida, ademas de la ob-
tencién de una secuencia del desarrollo de los brotes.

CONCLUSIONES

Una conclusién importante de todo este anélisis es
que, el callo que a simple vista parece ser una masa
desorganizada de células presenta en realidad una
estructura anatdmica muy particular con caracteristicas
celulares bien definidas.

También se puede concluir que, la formacién de
centros meristematicos es uno de les primeros eventos
que conducen a la diferenciacion de brotes a partir del
callo proveniente de hojas de Begonia x fuberhybrida.
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Fig. Z. Caracteristicas anatGmicas del callo de 30 dias de cultivo (técnica PAS, 425X)
a) Células parenquimatosas y zonas de células meristematicas.
b) Células parenquimatosas con abundancia de granulas de almidon.
¢) Células meristerndticas con actividad mitotica rodeadas por células parenquimatosas con
abundancia de grinulos de almiddn.
cp = células parenquimatosas, m = mitosis, cm = células meristemiticas, a = grinulos de alimidén,
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Fig. 3. La agrupacién de células meristernéiticas da lugar a centros meristemdticos y promeristemos (Técnica:
PAS)

a} Centros meristematicos inmersos en el callo parenquimatoso (426X)

b} Actividad mitdtica en un centro meristernatico (1716X)

¢ y d) La alineacldn de las células de la protodermis da lugar a un promeristemo (17 16X)
cp = células parenguimatosas, m = mitosis, CM = centos meristamiticos, p = protodermis.
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