CAMBIOS ANATOMICOS EN HOJAS DE Vitisvinifera L. OBTENIDAS in vitro
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RESUMEN

Las plantas desarrolladas in vitro presentan modificaciones anatémicas en comparacién con las de campo, que pueden llegar a
limitar su supervivencia. En la presente investigacion se realizaron observaciones anatémicas mediante microscopia de luz sobre las
modificaciones en la anatomia de hoja de brotes de vid (Vitis vinifera L.) ‘Malaga Roja’ cultivadas en el medio (WPM), en comparacion
con plantas de campo. Se tomaron muestras de hojas que se fijaron en FAA y se procesaron en microtecnia de parafina, realizandose
tinciones safranina-verde fijo y rojo de aceite 7B. Se encontraron diferencias anatémicas: un menor grosor de la hoja y de la cuticula
para las hojas provenientes del cultivo in vitro, en cuanto a la organizaciéon del meséfilo se determind la ausencia de parénquima en
empalizada en las hojas in vitro, menor desarrollo tejido vascular y una mayor densidad estomatica en plantas obtenidas in vitro.
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ANATOMICAL CHANGESIN Vitisvinifera LEAVES PRODUCED in vitro

SUMMARY

Plants grown in vitro have anatomical modifications compared to those grown in the field. These modifications can limit their survival.
In this study, anatomical observations were made with light microscopy to compare modifications in the anatomy of the leaves of
grapevine shoots (Vitis vinifera L.) ‘Malaga Roja’ grown in “woody plant medium” ( WPM) culture medium with the anatomy of leaves
from field plants. Samples of leaves were fixed in FAA and processed with the paraffin microtechnique and dyed with fixed safranine
green and red 7B oil. Anatomical differences were found: thinner leaves and leaf cuticle in in vitro plants; in the organization of the
mesophyll there was an absence of palisade parenchyma in the in vitro leaves, the vascular tissue was less developed, and there was

a higher stomatic density in plants grown in vitro.
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INTRODUCCION

Las plantas que crecen en condiciones del cultivo in
vitro, pueden presentar alteraciones anatomicas y
morfoldgicas, estas modificaciones pueden ser las
responsables de una baja supervivencia al ser transferidas
a condiciones de campo. En forma limitada existen trabajos
realizados con plantas procedentes del cultivo in vitro sobre
aspectos especificos de anatomia de estas plantas.

Larrea (1980), Weaver (1981) y Reyner (1989)
sefialaron que la hoja de vid madura procedente del campo
presentd una epidermis superior formada por una capa de
células rectangulares recubierta exteriormente por una
cuticula y cinco estratos en el mesdéfilo; de los cuales, el

inmediato a la epidermis adaxial esta diferenciado como
parénquima en empalizada y cuatro estratos de parénquima
esponjoso con espacios intercelulares y la epidermis abaxial
formada por una capa de células rectangulares con
presencia de estomas y carente de cuticula.

Leshem (1983) sefialé que las hojas de las plantas
de clavel obtenidas in vitro pueden presentar un nimero
reducido de estratos de parénquima en empalizada,
espacios intercelulares abundantes en el mesofilo, defectos
en el tejido epidérmico, incluyendo una menor superficie
de ceras, 0 bien, ceras con una estructura cristalina
diferente, asi como una cuticula con un bajo nivel de cutina,
pectina y celulosa ademas de una conexion vascular
defectuosa entre las raices y el tallo.
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Fabbri et al. (1986), estudiaron los cambios
anatémicos en hojas de fresa (Fragaria x ananassa Duch.)
cultivadas in vitro, las cuales presentaron un escaso
desarrollo del parénquima en empalizada, menor grosor
de la hoja (131 um) y un mayor porcentaje de espacios
intercelulares en el meso6filo esponjoso (32.8 %),
comparado con las hojas de plantas de campo, en donde
existen dos estratos en empalizada y mayor grosor de hoja
(193 um) con menor porcentaje ocupado por espacios de
aire (26.7 %) en el parénquima esponjoso.

Cozza et al. (1997), establecieron la influencia del
medio de cultivo con relacién a la composicion mineral y la
histologia en brotes de olivo (Olea europaea L.) cultivados
in vitro donde observaron que el grosor de la hoja, los
estratos de parénquima en empalizada, el diametro del
tejido vascular de la vena media, la cuticula sobre la
epidermis abaxial, la densidad estomética, el desarrollo de
paréngquima esponjoso y los espacios intercelulares
contenidos en él fueron menores para las plantas cultivadas
in vitro, en comparacion con plantas que crecen en campo;
ademas de un menor nimero y didmetro reducido de
elementos de xilema y floema.

En vid, Filaet al. (1998) analizaron plantulas obtenidas
in vitro en cuanto a su fotosintesis, conductancia estomética
y relaciones hidricas ocurridos en su aclimatacion, pero
hasta ahora se desconoce sobre las principales
caracteristicas histolégicas de estas plantas, informacion
que ayudaria a establecer una mejor estrategia de
aclimatacion.

El objetivo de la presente investigacion fue realizar
observaciones anatémicas de los principales cambios que
sucedieron en hojas de brotes de vid cultivadas in vitro asi
como su comparacion de manera general con las plantas
provenientes del campo.

MATERIALESY METODOS

La presente investigacion se realizé en los
Laboratorios de Embriogénesis y de Anatomia Vegetal del
Colegio de Postgraduados, en Montecillo Edo. de México,
México.

Se utilizaron brotes provenientes del cultivo in vitro
de apices de vid (Vitis vinifera L.) ‘Malaga Roja’, los cuales
se establecieron bajo condiciones asépticas. Empleando
el medio WPM (Woody Plant Medium) propuesto por Lloyd
y Mc. Cown (1980) en forma sélida sélo para su
establecimiento, al cual se modificé su fuente de nitrégeno,
empleando 17.5 mM de nitrégeno total, en una proporcién
6:1 NO,:NH,*. Los brotes posteriormente fueron
transferidos a un medio liquido.

Se tomaron muestras de hojas de plantas cultivadas
in vitro y de plantas provenientes del campo con la lamina

Cambios anatémicos de...

foliar completamente extendida, del tercio superior de la
cafia. Se fijaron en FAA (formaldehido-acido acético-
alcohol) por 72 horas (Sass, 1968) y se procesaron en el
cambiador automatico de tejidos (Fisher tissuematon) con
cellosolve y xileno, posteriormente se transfirieron a
parafina (55 °C) permaneciendo 72 horas, dentro de la
estufa. Se elabor6 el taquete y piramide de parafina
correspondiente para cada muestra de acuerdo a la
metodologia sugerida por Sass (1968). En un micrétomo
rotatorio (marca American Optical modelo 820) se
realizaron cortes transversales de un grosor de 10 um, los
cuales se montaron con adhesivo Haup y formol al 10 %.

Se utilizé la tincién idnica de safranina-verde fijo
modificada por (E. Mark Engleman; comunicacion
personal)?, que consistidé en que los cortes hidratados se
colocaron en safranina saturada en soluciéon acuosa por
24 horas (tincién regresiva), posteriormente se lavd con
agua, y se deshidraté gradualmente para utiilizar el verde
fijo con gotero (tincion progresiva), después se llevo hasta
xileno y se le colocé una gota de resina, se colocaron en la
platina de calor (50-55 °C) por 48 horas. Para tincion de
cuticulas (por solubilidad); el portaobjetos con el espécimen
hidratado fue colocado en rojo de aceite 7B, por 24 horas,
posteriormente se enjuagd con 2-propanol al 50 % y se
montd en jalea de glicerol (E. Mark Engleman;
comunicacion personal)?. Se realizaron las observaciones
y se tomaron fotomicrografias con un fotomicroscopio Carl
Zeiss modelo 67791.

Ademas, se realizaron réplicas de la epidermis abaxial
con pegamento liquido de cianoacrilato ("kola loka™) en un
portaobjetos, los estomas se contaron con el microscopio
de luz, con camara clara o brazo dibujador marca Carl Zeiss.

RESULTADOSY DISCUSION

En los cortes tefildos con safranina-verde fijo se
encontraron diferencias en la organizacion del meséfilo de
la hoja de acuerdo a su origen (in vitro vs campo). Hojas
provenientes de campo en corte tranversal presentaron
grosor de 100 pum y cinco estratos de mesdéfilo, el mas
cercano a la superficie adaxial diferenciado claramente en
mesofilo en empalizada (Figura 1) concordando con lo
citado por Larrea (1980), Weaver (1981) y Reyner (1989).
Los cuatro estratos de mesofilo esponjoso presentaron
células con espacios intercelulares evidentes, pero
pequefios. La epidermis adaxial carece de células
oclusivas, todas sus células son cuboidales con una muy
evidente cuticula (Figura 3). Las células de la epidermis
abaxial fueron mas pequefias que las de la epidermis
adaxial y algunas fueron cuboidales, mientras que otras
fueron mas alargadas en un sentido periclinal, su cuticula
es evidente pero menos gruesa que la de la epidermis
adaxial (Figura 3) lo cual no coincidi6 con algunos reportes

2 E. Mark Engleman, Profesor-Investigador. Especilidad de Botanica IRENAT. Colegio
de Postgraduados. Montecillo, Estado de México.



(Larrea, 1980; Weaver, 1981; Reyner 1989) respecto a la
ausencia de cuticula en la superficie abaxial de hojas
procedentes de campo aun cuando no reportaron la
utilizacion de tinciones especificas, las células oclusivas
fueron arrifionadas, de tamafio similar al resto de las células
epidérmicas y cada estoma presentd dos células anexas.

Las hojas procedentes del cultivoin vitro presentaron
70 pm de grosor, lo cual concuerda con lo establecido por
Cozzaet al. (1997), en lo relativo a una reduccién notable
en el grosor de hojas cultivadas in vitro comparada con las
procedentes de campo; en las hojas provenientes de brotes
in vitro se observaron cuatro estratos de mesdfilo; sin
embargo, ninguno se diferencié en estrato en empalizada

HOJAS DE CAMPO
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(Figura 2); es importante considerar lo propuesto por
Hernandez-Dominguez et al. (1998), en el sentido de que
la hoja es considerada el 6rgano con mayor plasticidad en
la planta, y si se toma en cuenta la alta humedad relativa
en condiciones in vitro, junto con la consideracion de que
el parénquima en empalizada es una respuesta a
condiciones xeromorficas (Esau, 1982), entonces se puede
entender la ausencia de este estrato en hojas desarrolladas
in vitro; las células del mesdfilo mostraron un mayor
volumen pero con menor densidad citoplasmética (del 30
a 40 %), los espacios intercelulares fueron mas grandes
(40 %) pero en menor cantidad que los observados en las
hojas de campo (20 a 30 %). Por otra parte, ambas
epidermis presentaron células con menor crecimiento en

HOJAS in vitro

Figuras 1-6. Cortes transversales de hojas de vid. Fig. 1 Lamina de hoja de campo. Fig. 2. LAmina de hojain vitro. Fig. 3. LAmina de hoja
de campo tefiida con rojo 7B para mostrar cuticulas. Fig. 4 ldmina de hoja in vitro tefiida con rojo 7B para mostrar cuticulas. Fig.
5 vena media de hoja de campo. Fig. 6 vena media de hoja in vitro. Barra para Figs, 1-4= 20 um. Barra para Figs. 5y 6= 100 um;
ab: epidermis abaxial ad: epidermis adaxial e: estoma Em: capa en empalizada; HV: haz vascular colateral de la vena media.
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sentido anticlinal (menos cuboidales) y ambas cuticulas
son evidentes, aunque mas delgadas (50-60 %) que en la
hoja de campo, la de la epidermis adaxial sigue siendo
mas gruesa (Figura 4), contrastando con lo citado por Fila
et al. (1998), en lo relativo a la ausencia de cuticula en
hojas in vitro junto con anormalidades de estomas. En
cuanto a las células oclusivas se observé que conservan
su forma arrifionada, pero no son simétricas, una es mas
grande que la otray las células anexas se observaron poco
colapsadas.

Conrelacion a la vena media y su tejido vascular, las
observaciones mostraron que en las plantas provenientes
de campo (Figura 5), el tejido fundamental de la vena media
estuvo formado por abundantes y grandes células de
parénquima que rodean un solo haz colateral, con xilemay
floema bien desarrollados. En la epidermis abaxial las
células fueron mas cuboidales que en la lamina; mientras
que en la epidermis adaxial solo las células centrales (en
ndmero de 12) aumentaron o disminuyeron de tamafio con
respecto a las de la lamina, pero conservaron su forma
cuboidal.

Las hojas provenientes del cultivo in vitro (Figura 6)
difieren de estas primeras, ya que existié6 un mayor
desarrollo del xilema en relacién con el del floema, pero
presentaron un solo haz colateral en la vena media; existio
una menor cantidad de células parénquimaticas en el tejido
fundamental de la vena media, sin embargo, éstas fueron
de mayor volumen y sus paredes, aunque celulésicas,
fueron mas gruesas y la mayoria de las células estuvieron
colapsadas. La superficie de la epidermis abaxial se
presenté irregular (no lisa) debido a tamafio y la forma
desigual de las células epidérmicas.

Los estomas siempre se presentaron sélo en la
superficie abaxial de la hoja, con una densidad promedio
para la hoja procedente de campo de 150 (desviacion
estandar = 14) estomas por mm?, y para las hojas
procedentes del cultivo in vitro fue de 200 (desviacion
estandar = 16) estomas por mm?, contrario a lo sefialado
por Cozza et al. (1997), quienes encontraron la menor
densidad estomatica en plantas cultivadas in vitro y esto
puede ser determinante para la superviviencia en la
aclimatacion de esta especie.

Cambios anatémicos de...

CONCLUSIONES

Las hojas de vid desarrolladas el cultivo in vitro no
desarrollaron parénquima en empalizada, pero las hojas
provenientes de campo si lo presentaron. Las hojas de vid
procedentes del cultivo in vitro presentaron menor nimero
de estratos de mesdfilo y menor grosor total de la hoja,
que las hojas de campo. La cuticula es mas delgada en
hojas provenientes del cultivo in vitro que en hojas
desarrolladas en campo, pero en ambas estuvo presente
sobre las dos epidermis. Las hojas de brotes cultivados in
vitro presentaron una mayor densidad estomatica que las
hojas de campo.
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