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ARTICULO DE INVESTIGACION

Cultivos celulares de Choiba Dipteryx oleifera Benth

Cell cultures of Choiba Dipteryx oleifera Benth

Paola A. Murillo Gémez", Lucia Atehortiia™

Resumen

Choiba (Dipteryx oleifera Benth) es un arbol de la familia Fabaceae (Papilionoideae), con una distribucion geogréfica re-
portada desde Nicaragua hasta Colombia a una altura de hasta 1000 msnm. Crece en bosque himedo, muy himedo o
premontano himedo. Esta especie es considerada vulnerable debido a la sobreexplotacion de su madera, ya que es un
arbol altamente apetecido por esta y por sus frutos. Su almendra almacena una buena cantidad de aceites con potencial
para la industria alimentaria, lo que podria resultar en una nueva fuente alimenticia, por lo cual el cultivo in vitro de vege-
tales con el propésito de producir compuestos de interés, marca un punto de partida para reducir el uso del suelo y lograr
componentes bioactivos bajo condiciones controladas. En este trabajo, como una primera etapa experimental, se evaluo
el crecimiento celular en suspensiones, a partir de callo inducido en explantes de cotiledén; se ensayaron 6 tratamientos
diferentes, la mitad de estos con MS como medio basal y la otra mitad con B5, cada uno de los dos grupos con un control
y la combinacion hormonal de 2.5 mg/L de 2,4-D y 1 mg/L de BAP o kinetina, suplementado con adenina, biotina, gluta-
mina y acido pantoténico y 30 g/L de sacarosa, bajo completa oscuridad. Se encontré que dos tratamientos con MS en
combinacién con 2.5 mg/L de 2,4-D y 1 mg/L de kinetina o BAP fueron los mejores.

Palabras clave: Biomasa, choib4, cultivos celulares, Dipteryx oleifera.

Abstract

Choiba (Dipteryx olifera) is a tree of the Fabaceae family, with a geographical distribution reported from Nicaragua to Co-
lombia, nearly 1.000 msnm in a tropical rain forest. This species is a highly desired tree for its timber and fruits, the kernel
store a lot of important oils for the food industry, resulting in a new possible food source, so we are making in vitro cultiva-
tion of vegetables with the purpose of producing compounds of interest and that mark a starting point on the reduction of
land use and it achieves bioactive components under controlled conditions. In this work, as a first experimental step was
evaluated the tissue cell growth in suspension, using fragments of cotyledon and testing 6 different treatments, the half of
those with MS as basal medium and the other half with B5, each of the two groups with one control and hormone combi-
nation of 2.5 mg/L 2,4-D and 1 mg/L BAP or kinetin, supplemented with adenine, biotin, pantothenic acid and glutamine
and 30 g | sucrose under complete darkness. It was found that two treatments with MS in combination with 2.5 mg/L 2,4-D

and T mg/L kinetin or BAP were the best.
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Introduccién

Dipteryx oleifera Benth (sinénimo: Dipteryx panamen-
sis), conocida en Colombia como choiba o almendro
de montana, es un arbol de la familia Fabaceae (Papi-
lionoideae), llega a medir hasta 50 m de altura (Cogo-
llo, 2005). Sus frutos de gran interés, se desarrollan en
la época en que esta terminando la estacion lluviosa y
comienzan a madurar en la estacion seca a finales de
diciembre, encontrandose frutos maduros alrededor
de enero a marzo (Cogollo, 2004). Se distribuye desde
Nicaragua hasta el noroeste de Colombia (Zarucchi,
2001), en nuestro pais se encuentra en el valle bajo del
rio Cauca, la costa atlantica y la region norte del andén
Pacifico, en los departamentos de Antioquia, Cérdoba,
Bolivar y Chocg, en altitudes que no superan los 1000
msnm (Cardenas y Salinas, 2006); crece en bosque hu-
medo tropical y premontano himedo. Se encuentra
silvestre en el bajo cauca antioquefo, y tiene gran im-
portancia ecolégica al ser hospedero de insectos, aves
y reptiles, asi como fuente alimenticia en los diferentes
estadios de fructificacion (Cogollo, 2005).

Esta planta es ampliamente utilizada, se emplean sus
hojas, frutos, semillas y tallos, es importante fuente
de lipidos. En la zona del bajo cauca, representa una
materia prima valiosa en la elaboracion de alimentos
como dulces y bebidas utilizando la almendra de su
semilla, que también puede ser tostada y consumirse
como fruto seco (Cardenas et al., 2006). La semilla tam-
bién es molida y mezclada con agua de coco, leche o
chocolate, atribuyéndosele propiedades afrodisiacas
(Chizmar, 2009). Su madera es muy pesada, dura y
dificil de trabajar, sin embargo, se emplea en construc-
ciones, en la elaboracién de herramientas y como lefa
(Cogollo, 2005; Chizmar, 2009). Del mesocarpio del
fruto se extrae un aceite que se cristaliza al secarse y
es utilizado para hacer jabones de tocador, tratamien-
tos para el cabello o tratar problemas estomacales
(Cardenas et al., 2006); en Panama los indigenas Da-
rién hacen antorchas con las semillas, colocandolas en
un recipiente y quemandolas. Sus hojas son utilizadas
como forraje en la ganaderia (Cogollo, 2005).

Estudios bromatoldgicos y fitoquimicos descritos por
Olano (1992) realizados a la almendra del choiba,
mostraron que tiene un contenido de grasas de alre-
dedor de 25% del total, siendo buena fuente de ener-
gia, a pesar de que su nivel de proteina es de medio
a bajo (9,7%), es ligeramente superior al de sorgo y
maiz. Entre las grasas encontradas se cuentan acidos
grasos insaturados como linoleico (omega 6) en un
15,5% y oleico (omega 9) en un 66,8% del total de las
grasas de la almendra (Cogollo, 2005).

El choibd ha sido categorizado como una especie vulne-
rable (VU A2ac) ya que cerca del 40% de las poblacio-
nes han sido fuertemente explotadas para la obtencién
de su madera, correspondiendo a aquellas encontradas
en la planicie del pacifico y noroeste de Antioquia. Sélo
se conocen poblaciones protegidas en el Parque Nacio-
nal Los Katios (Cardenas y Salinas, 2006).

D. oleifera es una especie poco explorada, su uso se
restringe a local y/o artesanal; hasta la fecha no se en-
cuentran reportes para su cultivo in vitro. Sin embargo,
se han hecho trabajos en otras especies muy relaciona-
das, como D. odorata, con la que se establecieron cul-
tivos en suspension de raices con el objeto de detectar
y cuantificar una isoflavona mediante métodos quimi-
cos (Fernandes et al., 2009). Se han realizado ensayos
para la micropropagacion de D. alata a partir de semillas
germinadas in vitro, utilizando todas las partes de las
plantulas germinadas y obteniendo morfogénesis y ca-
llo (Mamedes y Araujo, 2010). La mayor parte de los tra-
bajos en Dipteryx se han enfocado a la importancia de
este género a nivel ecoldgico (Zarucchi, 2001; Cogollo,
2004; Cogollo, 2005; Cardenas et al., 2006), alimenticio
(Arrazola et al., 2009), cosmético y farmacéutico (Janua-
rio etal., 2005; Fernandes et al., 2009; Dellacassa, 2010;
Oliveira et al, 2011). Partiendo de las caracteristicas de
las especies relacionadas del género Dipteryx, que han
sido reportadas, cabe la posibilidad de que D. oleifera
contenga otros compuestos de interés, ademas de aci-
dos grasos, como cumarinas e isoflavonas.

A nivel biotecnoldgico, el cultivo de suspensiones ce-
lulares y de tejidos in vitro ofrece gran potencial para
la produccion de compuestos de interés (como aci-
dos grasos), de un modo optimizado bajo condiciones
controladas, independientemente de los requerimien-
tos agricolas, en cualquier época del afio y solventan-
do el caracter fitosanitario, ya que su establecimiento
es bajo condiciones estériles (Pierik, 1989). Por lo
tanto, esté trabajo ha sido orientado a desarrollar un
protocolo para el cultivo in vitro de células y/o tejidos
productores de grasas de D. oleifera, a partir de su se-
milla, para la produccion de acidos grasos a futuro,
como posible alternativa que permita ayudar a suplir
la demanda alimenticia. Sin contar que mediante este
trabajo se ha logrado explorar un nuevo recurso y po-
sible fuente de compuestos de interés.

Metodologia

Fuente del material vegetal

El material vegetal (frutos) fue suministrado por el Jar-
din Botanico de Medellin Joaquin Antonio Uribe, el
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cual fue colectado en salidas de campo dirigidas por el
Bidlogo Alvaro Cogollo.

Protocolo de desinfeccion

Una vez obtenido el material de trabajo las semillas
fueron lavadas superficialmente con solucién Quiruci-
dal al 1% durante10 minutos, luego se sumergieron en
NaClO al 3% por 1 hora. Se procedi6 a abrir y retirar
la testa, las almendras se sumergieron en etanol 70%
por 2 minutos; luego se les retiré el tegmen y se cor-
taron las almendras desnudas (cotiledones) en trozos
mas pequenos para inmersion en solucion de estrepto-
micina a 300 mg/L, seguida de inmersion en solucién
de nistatina a 100 mg/L por 1 hora. Finalmente, se rea-
liz6 inmersion en NaClO al 1% 10 durante minutos.

A partir de la abertura de la semilla todos los proce-
dimientos se realizaron en camara de flujo laminar y
entre cada paso se realizaron 4 lavados con agua des-
tilada estéril.

Obtencion del explante

Un vez esterilizados los cotiledones, se tomaron ex-
plantes delgados de aproximadamente 0,5 cm?, de la
region mas interna que no tuvo contacto directo con
los agentes desinfectantes, y fueron inoculados en el
medio de cultivo correspondiente.

Medios de cultivo

Dada la falta de respuesta de los explantes directamen-
te en medio liquido, se indujo callogénesis en medio
sélido MS"2 (contenido de sales a la mitad) (Muras-

hige y Skoog et al.,, 1962) suplementado con 30 g/L
de sacarosa, adenina, biotina y glutamina a una con-
centracion de 10 mg/L cada una, 2.5 mg/L de 2,4-D
(acido 2,4 diclorofenoxiacético) y 1 mg/L de kinetina,
solidificado con 2.3 g/L de fitagel.

A partir de callo friable se establecieron las suspen-
siones, usando 0.1 g de callo (fresco) para cada tra-
tamiento (combinacion hormonal+medio basal), se
evaluaron los medios basales MS y B5 (Gamborg et
al., 1968) con combinaciones hormonales de 2,4-D y
kinetina o BAP (6-benzilaminopurina). Cada tratamien-
to se realizo por triplicado (tabla 1).

Los medios para las suspensiones fueron suplementa-
do con 30 g/L de sacarosa, adenina, biotina, glutamina
y acido pantoténico, a 10 mg/L cada uno. El pH de los
medios se ajusté a 5,8 utilizando un pH-metro (Me-
trohm) con NaOH y HCI 1N, finalmente los medios
se esterilizaron en una autoclave a 121°C y 15 psi por
20 minutos.

Condiciones de cultivo

La temperatura se mantuvo a condiciones de labora-
torio (23£2°C) y los cultivos se mantuvieron en com-
pleta oscuridad. Las suspensiones se establecieron en
frascos con 20 ml de medio de cultivo, a una agitacion
de 70 rpm.

Medida del crecimiento celular

El crecimiento celular se midié de manera cualitativa,
mediante monitoreo del crecimiento y desarrollo de
las células haciendo uso del microscopio, se evaluo

Tabla 1. Tratamientos evaluados para el cultivo de tejidos de cotiledén de Dipteryx oleifera.

Medio basal 2,4-D mg/L | Kin mg/L | BAP mg/L | Repeticiones | Nombre tratamiento

MS"> - - 3 MSO0 (control)

MS4 2.5 1 - 3 MS1

MS completo 2.5 1 - 3 MS2

MS4 2.5 1 3 MS3

B5'> - - 3 B50 (control)

B5'- 2.5 1 - 3 B51

B5 completo 2.5 1 - 3 B52

B5'% 2.5 1 3 B53
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el aspecto, la forma e integridad de las células de las
suspensiones establecidas.

En contraste con las observaciones realizadas, el cre-
cimiento celular también se midié de manera cuantita-
tiva. Después de 5 meses de establecidos los cultivos,
se tomaron 2 ml de suspension de células de cada tra-
tamiento vy se filtraron con papel filtro (Boeco Alema-
nia, ref. 3.303.125; diametro 125 mm; poro 5-10 um),
dejando secar el exceso de humedad por 1 hora, se
midi6 el peso fresco (PF), posteriormente las células
se secaron a 50°C hasta obtener un peso constante
(Bhojwani y Razdan, 1996), y finalmente se procedi6 a
registrar el peso seco (PS). Los pesos fueron realizados
por triplicado para cada tratamiento.

Solo se tuvieron en cuenta los datos de peso seco, con
el propésito de obtener una medida mas estable, ya
que el peso fresco depende de las diferencias del con-
tenido de humedad sujeto a variables como el papel
filtro, lavado del papel y tiempo de secado que a pesar
de que se mantuvieron lo mas constante posibles eran
motivo de oscilaciones en los datos.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron registrados en hojas Excel,
los datos de peso seco fueron analizados mediante el
programa Statgraphics Centurion XVI version 16.0.,
con el fin de determinar cual tratamiento tuvo mayor
produccion de biomasa. Se llevé a cabo un diseho
factorial completamente aleatorizado, con 3 repeticio-
nes; se realizé un analisis de varianza y la prueba LSD
de Fisher.

Resultados y discusién

Solo se evidencio respuesta de los explantes de coti-
ledén para su establecimiento in vitro, mediante la for-
macién de callo en medio MS'/ sélido, suplementado
con 2.5 mg/L de 2,4-D y 1 mg/L de kinetina, pasados
10 dias de cultivo. Adicionalmente en este estudio se
observé que los explantes de cotiledon de las semillas
que respondieron a esta combinacién hormonal, no
fueron almacenados en frio.

La respuesta de los explantes de cotiledon fue muy
dificil de lograr para su establecimiento in vitro, logran-
dose solo respuesta de formacion de callo en medio
MS": sélido, suplementado con 2.5 mg/L de 2,4-D y 1
mg/L de kinetina, pasados 10 dias de cultivo. Adicio-
nalmente, en este estudio se observo que los explan-
tes de cotiledon de las semillas que respondieron a
esta combinaciéon hormonal, no fueron almacenadas
en frio y se procesaron al dia siguiente; a diferencia de

las semillas que fueron conservadas en frio, las cuales
no mostraron ninguna respuesta in vitro. Esto puede
ser un indicador de que la temperatura es un factor im-
portante para la respuesta del explante, considerando
ademas, que D. oleifera crece en regiones no mayores
de los 1000 msnm, donde las temperaturas no son me-
nores de 25°C.

Como es sabido, muchos factores externos como la
temperatura pueden influir en la respuesta de los teji-
dos vegetales en condiciones in vitro (Martin, 1980;
Hughes, 1981; Roca y Mroginski, 1991). Garcia y co-
laboradores (2004), llevaron a cabo un estudio para
conservacion in vitro de cana de azdcar, especie tropi-
cal como el choibd, y encontraron que a temperaturas
bajas (12 y 15°C) habia una disminucion del metabo-
lismo y en tiempos prolongados la supervivencia dis-
minuy6 hasta un 20%. Brar y colaboradores (2013),
evaluaron diferentes condiciones para la germinacion
in vitro de semillas de un bambu comestible, encon-
trando que a temperaturas menores de 25°C se vio
un porcentaje de germinacion no mayor de 35%; a
temperaturas muy bajas (de 5°C) la germinacion fue
de solo 9,6%.

En este trabajo se obtuvieron tres tipos de callos:
compactos, con tendencia embriogénica y de textura
suave y friable; éste dltimo, se utilizé para el estableci-
miento de las suspensiones con el objeto de evaluar el
crecimiento y la produccién de biomasa celular. Una
vez establecidas las suspensiones, se observé alrede-
dor de los 50 dias un aumento aparente de biomasa
principalmente para los tratamientos MS1 (MS"2 con
2.5 mg/L de 2,4-D y 1 mg/L de kinetina), MS3 (MS">
con 2.5 mg/L de 2,4-Dy 1 mg/L de BAP) y B53 (B52
con 2.5 mg/L de 2,4-D y 1 mg/L de BAP), (figura 1, ta-
bla 1). Aunque la respuesta in vitro y el crecimiento de
las suspensiones fueron muy lentos, las combinacio-
nes hormonales favorecieron la respuesta en el medio
de cultivo.

Mediante el monitoreo microscépico se observo en to-
das las suspensiones presencia de células en diferentes
proporciones. En los tratamientos MS1 y MS3 se vio
una mayor cantidad de células y macroscépicamente
mayor biomasa. En estos tratamientos particularmen-
te, se observo la presencia de células con buena in-
tegridad del tipo meristematicas y parenquimaticas,
con una mayor proporcion de células de interés en el
medio MS3 (figuras 2 y 3), ya que se pudo observar
mayor nimero de células parenquimaticas, las cuales
en semilla y cotiledones tienen funcion de reserva de
productos tales como acidos grasos (Boesewinkel y
Bouman, 1984), reportados para D. oleifera por Olano
(1992). Estas células aparentemente presentaron cuer-
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Figura 1. Suspensiones de Dipteryx oleifera a partir de callo obtenido de explantes de cotiledén en los tratamientos MS3 (izquierda),

MS1 (centro) y B53 (derecha).

pos grasos, lo que podria esperarse puesto que estos
hacen parte del metabolismo primario del tejido, sin
embargo, esto debe corroborarse mediante ensayos
de tincién y microscopia mas determinantes.

Considerando que este trabajo se llevé a cabo a muy
pequena escala (volimenes de 20 ml), los valores de
peso seco obtenidos fueron muy bajos, sin embar-
go, se pudo establecer una medida cuantitativa del
crecimiento (tabla 2). El andlisis estadistico para la
produccion de biomasa, no diferencié el efecto inde-
pendiente para la combinaciéon hormonal y el medio
basal, sin embargo, permiti6 comparar los tratamien-

tos entre ellos. El andlisis de varianza ANOVA mos-
tr6 una diferencia estadisticamente significativa entre
los tratamientos con un valor-p de 0.0014 (p< 0.05) y
un nivel de confianza del 95%; es decir, que los trata-
mientos evaluados tuvieron un efecto sobre la bioma-
sa producida.

El método de los intervalos de diferencia minima signi-
ficativa (LSD) de Fisher, que permite discriminar entre
medias, clasificé los tratamientos en 3 grupos homo-
géneos, en donde estos formaron 3 conjuntos de me-
dias dentro las cuales no hubo diferencias significativas
(tabla 2). Todos los tratamientos mostraron diferencias

Figura 2. Células en suspensién de callo obtenido a partir de cotiledén de Dipteryx oleifera, tratamiento MS1. Vista microscépica

a 20x.
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estadisticamente significativas con respecto al trata-
miento control MSO0, es decir, que todos los tratamien-
tos fueron mejor que MSO en cuanto a producciéon
de biomasa; ademads, se observaron diferencias esta-
disticamente significativas entre B52-MS1 y B52-MS3.
Los tratamientos con medio basal B5 formaron un solo
grupo, incluyendo el control B50 y el tratamiento MS2.
Los tratamientos MS1 y MS3 no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre ellos, agrupan-
dose juntos; estos tratamientos resultaron ser los que
mayor biomasa produjeron, correspondiendo con las

observaciones macroscépicas. MS1 y MS3 también
mostraron un ligero solapamiento con B53, aunque
formaron grupos diferentes. No se logré diferenciar
bien el efecto del medio basal, aunque se vio una me-
jor produccion de biomasa con el control B50 que con
el control MSO, el efecto del MS se vio influenciado
con la adicién de 2,4-D y kinetina o BAP (figura 4).

El medio basal MS es grandemente utilizado y es una
de las primeras alternativas para trabajos en cultivo de
tejidos vegetales, también ha sido reportado para el es-
tablecimiento de suspensiones, al igual que medio ba-

Figura 3. Células en suspension de callo obtenido a partir de cotiledén de Dipteryx oleifera, tratamiento MS3. Vista microscépica

a 20x.

Tabla 2. Datos de peso seco y comparaciones multiples LSD para la produccién de biomasa de Dipteryx oleifera, mediante

Statgraphics.

Promedios e Grupos
Tratamiento para 20 ml Recuento Media p’

Peso seco Homogéneos

(volumen total)

MSO 0,0069 0,069 3 0,00686667 1
MS2 0,0096 0,096 3 0,00963333 2
B52 0,0099 0,099 3 0,0099 2
B51 0,0100 0,100 3 0,0100333 2
B50 0,0102 0,102 3 0,0101667 2
B53 0,0109 0,109 3 0,0109333 2
MST1 0,0119 0,119 3 0,0119 3
MS3 0,0119 0,119 3 0,0119333 3
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sal B5; sin embargo, los requerimientos nutricionales
varian segun la especie de estudio (Pierik, 1989; Bho-
jwani y Razdan, 1996); la diferencia estadisticamente
significativa en cuanto a produccion de biomasa entre
los controles (MSO y B50) puede deberse a distinta
composicion de los medios basales, que suplieron los
nutrientes necesarios para el crecimiento de los tejidos
en las suspensiones.

En cultivo de tejidos vegetales, el 2,4-D ha sido amplia-
mente reportado para la induccion de callos en com-
binacion con BAP o kinetina, asi como para el cultivo
de células en suspension (Bhojwani y Razdan, 1996;
George et al.,, 2008; Xu et al., 2008; Fernandes et al.,
2009; Castellar et al., 2011). Por lo tanto, es posible
que la combinacién de estas hormonas pudiera inducir
la formacion de callo en medio sélido para explantes
de cotiledén de D. oleifera, asi como el mantenimiento
en suspension para su multiplicacion, aunque en tasas
menores.

Conclusiones

El almacenamiento de las semillas es un punto critico
para la disponibilidad de material vegetal viable, la
conservacion en frio parece tener un efecto negativo
en la respuesta del explante.

Durante el desarrollo del trabajo hubo diferentes difi-
cultades para lograr el establecimiento in vitro de D.
oleifera, al ser una especie la cual no se ha trabajo
antes en cultivo de tejidos, sin embargo, y a pesar de
que su respuesta fue lenta, se logré introducir a con-

diciones de laboratorio tejido de cotiled6n, asi como
realizar otros ensayos adicionales muy preliminares
con tejido de hoja (datos no mostrados).

El tratamiento MS3, compuesto de MS"2 suplementa-
do con 2.5 mg/L de 2,4-D y 1 mg/L de BAP, adenina,
biotina, glutamina y acido pantoténico, tuvo el mayor
valor de biomasa al igual que el tratamiento MST, pero
con un desarrollo aparentemente mejor de las células
de interés en cuanto a ndmero.

Este trabajo es un preliminar a muy pequefa escala,
para la continuacién de la investigacion, que posibilita-
ra optimizar las condiciones de cultivo para una mayor
produccion de biomasa y la obtencién de acidos gra-
sos de interés de Dipteryx oleifera Benth a largo plazo.
El desarrollo de trabajos de este tipo permite la explo-
racion de nuevos recursos, la incursién y adelanto de
tecnologias para el uso de nuevas fuentes alimenticias
y energéticas; y en el caso particular del choibd, podria
facilitar nuevas investigaciones y enfoques en diferen-
tes dreas del conocimiento para valorizar su uso soste-
nible y determinar su potencial comercial.
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