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RESUMEN: Los cambios morfológicos sucesivos que ocurren durante la organogénesis in vitro a 
partir de explantes foliares de Saintpaulia ionantha Wendl. (violeta africana) se inician con la divi­
sión de células subepidénnicas y perivasculares, que dan origen a centro¡; meristemáticos, que se 
diferencian hasta formar el meristemo apical del brote adventicio. Las técnicas citoquímicas proba­
das demuestran que el proceso organogenético involucra una actividad metabólica elevada. 

INTRODUCCIÓN 

La técnica de cultivo de tejidos vegetales ha sido satisfactoriamente utilizada para la 
propagación de la "violeta africana", Saintpaulia ionantha Wendl. Se han empleado co­
mo explantes segmentos de hoja, peciolo, anteras, polen, pétalos y tejido epidérmico fo­
liar (Cooke, 1977; Bilkey et al., 1978; Hughes et al., 1975; Vázquez et al., 1977). Se 
estudió el efecto de Agrobacterium tumefaciens en el cultivo de peciolos (Rao y Morel, 
1973); se han obtenido plantas haploides (Hughes et al., 1975), así como también se ha 
estudiado la variación somaclonal de los cultivos y la producción y propagación de qui­
meras de interés ornamental (Peary et al., 1988; Smith y Norris, 1983). Asimismo; se 
ha logrado su multiplicación in vitro por homogeneización de los cultivos (Molgaard et 
al., 1991). En la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas se ha logrado la propagación 
de más de lO variedades de violeta africana (J. Franco, comunicación personal). 

Las investigaciones sobre el desarrollo moñológico de los explantes de violeta africana 
cultivados in vitro son pocas. Naylor y Johnson (1937) hicieron lm estudio histológico 
de su propagación vegetativa. Se realizaron investigaciones sobre el origen de los brotes 
vegetativos en violetas tratadas con colchicina (Arisumi y Frazier, 1968); Vázquez et al. 
( 1977) complementaron su investigación sobre organogénesis con un estudio histológico, 
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pero no profundizaron en la anatomía. El estudio más reciente es un análisis histológico 
y estereológico de la formación de brotes a partir de callos obtenidos de hojas de Saint­
paulia ionantha, var. "Raving Red", que trata sobre la formación de centros meristemá­
ticos, los primeros estadios del desarrollo de los brotes, y su relación con la disminución 
de almidón dentro de las células (Redway, 1991). 

El objetivo de esta investigación es contribuir al conocimiento del proceso de organo­
génesis in vitro en hojas de violeta africana, realizando un estudio anatómico y algunas 
pruebas citoquímicas. Se considera un complemento de las publicaciones antes citadas. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Se hicieron cortes transversales manuales, temporales y en fresco de hojas de "violeta 
africana", Saintpaulia ionantha Wendl, var. Georgia, utilizando una hoja de afeitar nue­
va. Se colocaron sobre el portaobjetos con una gota de agua destilada. 

Los cortes fijos se obtuvieron a partir de explantes en cultivo mediante el siguiente pro­
cedimiento: se lavaron con agua jabonosa hojas completas de "violeta africana", var. 
Georgia, después se sumergieron en hipoclorito de sodio comercial (5% ue cloro activo) 
por 5 minutos, y posteriormente se enjuagaron cuatro veces con agua destilada estéril. 
Se obtuvieron los segmentos de hoja y se cultivaron en el medio de Murashige y Skoog 
(1962), adicionado con 1 mg/1 de ácido indol-acético y 0.04 mg/1 de cinetina, con foto­
periodos de 14 h de luz y 10 de obscuridad, y temperatura de 23 .±.. 2ºC. Después de 
55 días de cultivo, los explantes con brotes fueron fijados en una mezcla de formol-ácido 
acético-alcohol etílico (F AA) por 24 horas y procesados para su inclusión en parafina (Jo­
hansen, 1940) cc,n objeto de obtener cortes de 8 µm que se tiñeron con la técnica de ácido 
peryódico reactivo de Schiff (PAS)-hematoxilina, con azul de toluidina (técnica de Sylven) 
y con ferricianuro de potasio-cloruro férrico (técnica de Chevremont) (citadas en Deleón, 
1983 y en Sheehan y Hrapchak, 1980). 

RESULTADOS 

La hoja de violeta africana, var. Georgia, está constituida por epidermis superior y epi­
dermis inferior, uniestratificadas con tricomas filamentosos pluricelulares y tricomas glan­
dulares de cuatro células (lámina I a y b). El mesófilo dividido en dos zonas: hacia la 
cara superior presenta de tres a cuatro capas de clorénquima y hacia la cara inferior pa­
rénquima esponjoso. El mesófilo es atravesado por los haces vasculares. 

Los cortes fijos de los explantes en cultivo mostraron que algunas células parenquima­
tosas presentan núcleo grande teñido con poca intensidad, con un nucléolo intensamente 
teñido y frecuentemente con vacuolas (lámina Ila). Además, se observaron células en di­
visión en dos zonas: a) en células subepidérmicas (lámina Ilb y b') y b) en células paren­
quimatosas cercanas a los haces vasculares. 

Posteriormente, estas células parenquimatosas que se han dividido constantemente, dis­
minuyen de tamaño y forman grupos o agregados que se conocen como "centros meriste­
máticos" (Tran Thanh Van et al., 1974) positivos a la técnica PAS, mas no presentan 
gránulos de almidón. También mostraron positividad a la técnica de Chevremont y baja 
metacromasia a la técnica de Sylven (lámina III a y b). 

Estos centros meristemáticos se organizan y diferencian para formar un promeristemo. 
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La orientación de las divisiones celulares es de gran importancia para determinar la orga­
nización del meristemo y el surgimiento de los primordios foliares. Así, la zona del pro­
meristemo que da lugar a la túnica, presenta divisiones anticlinales; las células que forman 
parte del cuerpo experimentan divisiones diagonales, periclinales y anticlinales, y las que 
van a dar origen a los primordios foliares se dividen periclinal o diagonalmente (lámina 
IV a y b). 

Después ocurre el alargamiento celular y la diferenciación en el meristemo de los tres 
tejidos fundamentales: protodermo, meristemo fundamental y procambium (lámina V a y b). 

La epidermis se diferencia tempranamente, se observan tricomas surgiendo del prome­
ristemo o en los primordios foliares (lámina Illb, IV a y Vla y a'). El procambium del 
brote presenta comunicación con el sistema vascular del explante (lámina Va). 

El promeristemo conserva dentro del meristemo las características de sus células que 
permanecen pequeñas, con el núcleo grande y difuso y el nucléolo muy teñido. Las divi­
siones celulares no sólo continúan ocurriendo en el promeristemo, también se observaron 
en el meristemo fundamental y en el procambium. Los primordios foliares ya presentan 
la organización típica del parénquima (lámina Vlb). 

DISCUSIÓN 

Los cortes transversales mostraron la estructura de la hoja de violeta africana, lo cual 
es importante para poder apreciar los cambios que ocurren en los explantes durante el 
cultivo y para no confundir estructuras originales de la hoja con posibles brotes. Los tri­
comas filamentosos y glandulares de la epidermis son semejantes a los descritos por Red­
way (1991) en el cultivar "Raving Red" de "violeta africana", cuyas hojas solamente 
presentan una capa de parénquima en empalizada (clorénquima), mientras que en la va­
riedad Georgia observamos de tres a cuatro capas de este tejido, abundante en cloroplastos. 

La proliferación celular se inició en células subepidérmicas y en parenquimatosas cer­
canas a los haces vasculares. Bilkey y Cocking (1981) observaron la producción de brotes 
o yemas a partir de tejido epidérmico y subepidérmico. Vázquez et al. (1977) informaron 
que las yemas del brote se forman a partir de grupos celulares pequeños derivados de 
células epidérmicas de los segmentos de pétalos y hojas de violeta africana. En fragmen­
tos de hoja y tallo de Begonia rex y Torenia foumieri cultivados in vitro, la formación 
de brotes y meristemos radicales generalmente involucra, desde un punto de vista morfo­
lógico, solamente a las células epidérmicas y a las del parénquima perivascular; en con­
traste, el parénquima situado entre las capas superficiales y las células perivasculares y 
el cambium mismo no están involucrados (Tran Thanh Van et al., 1974). Nuestras obser­
vaciones sugieren en cambio, que hay una relación estrecha entre células subepidérmicas 
y del parénquima peri vascular, en lo que a surgimiento de brotes se refiere, ya que a sim­
ple vista se observa que los brotes surgen por toda la superficie de las nervaduras en am­
bos lados de la hoja, hecho que se comprueba con las observaciones a nivel microscópico 
de cortes que mostraron células en división en estas dos zonas. 

Las características morfológica y citoquímicas de las células que forman parte de los 
centros meristemáticos indican que se lleva a cabo una elevada actividad metabólica. La 
técnica de PAS mostró que el citoplasma de las células de los centros meristemáticos con­
tiene abundantes carbohidratos, mas no manifestó su acumulación en la forma de gránu­
los de almidón, lo que puede explicarse por el hecho de que los carbohidratos son 
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continuamente utilizados como fuente de energía para la realización de todos los procesos 
metabólicos relativos a la división y diferenciación celular. Redway. ( 1991) informa que 
cuando se trata de organogénesis indirecta, el surgimiento de los brotes está relacionado 
con la presencia de almidón en las células, el cual disminuye en cantidad conforme el 
proceso organogenético avanza. 

La técnica de Chevremoilt (ferricianuro de potasio-cloruro férrico) mostró elevada po­
sitividad en el citoplasma de estas células, hecho que indica que la síntesis de proteínas 
es muy activa. Con la técnica de Sylven (azul de toluidina) los centros meristemáticos 
se tiñeron de azul-morado indicando metacromasia baja, dada por la ausencia de grupos 
sulfato en los carbohidratos (Sheehan y Hrapchak, 1980). 

La hematoxilina que tiñe al núcleo y nucléolo, mostró núcleos grandes y difusos que indi­
can una elevada actividad nuclear respe..."'to a la replicación y transcripción del DNA (New­
comb, 1980). Los nucléolos intensamente teñidos y con vacuolas también indican que su 
actividad es elevada, produciendo y procesando el RNA que será transportado por las va­
cuolas nucleolares hacia el citoplasma (Jordan et al., 1980). 

Sin embargo, la capacidad de formación de yemas po,· los centros meristemáticos, no 
solamente está dada por las características propias de cada célula, sino también por el 
contacto y la influencia directa o indirecta de las células vecinas (Tran Thanh Van et al., 
1974). 

La transformación de los centros meristemáticos involucra la organización de las célu­
las y la dirección de sus divisiones celulares, de esta forma el centro meristemático se 
convierte en un promeristemo cuando se ha organizado la túnica y el cuerpo, y constituirá 
para toda la vida de la planta la zona más joven, formando parte del meristemo del brote, 
cuya anatomía y diferenciación se adapta a la teoría del cuerpo-túnica descrita en Fahn 
(1974) y Esau (1962). 

SUMMARY 

Using Saintpaulia ionantha Wendl. (african violet) foliar explants, it is possible to de­
tect successive morphological changes in the in vitro organogenesis. These changes start 
with division of epidermic and perivascular cells that become meristematic centers, which 
continue differentiating until their transformation in the apical meristem o an adventitious 
shoot. The cytochemistry techniques used, showed that the organogenetic process invol­
ved high metabolic activity. 
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b 

LÁMINA l. Cortes transversales en fresco de hoja de Saintpaulia ionantha Wendl . (violeta africana) 
var. Georgia. 

a) tricomas 
b) tricomas 

e = epidermis 
el = clorénquima 

Fotografia: Hernández P., M .V. 

filamentosos. 175 x. 
glandulares. 100 x . 

tí = tricoma filamentoso 
tg = tricoma glandular 
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a 

b' 

LÁMINA ll. Inicio de la división celular en hojas de violeta africana cultivadas in vitro (~nica de 
tinción P AS-hematoxilina). 

a) Células parenquimatosas cercanas a los haces vasculares muestran núcleos interfásicos muy acti­
vos que se preparan para la división celular. 400x. 

b) Célula subepidénnica en división. 95 x. 

b ') Acercamiento de b. 400 x . 

n = núcleo 
nu nucléolo 
pq parénquima 

Fotografía: Hemández P., M.V. 

tf = tricoma filamentoso 
e = epidermis 

mi = mitosis (-) 
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a 

b 

LÁMINA III. Ceritro meristemático y promeristemo. (Técnica de tinción: PAS-hematoxilina.J 

a) Centro meristemático formado por células isodiamétricas pequeñas con citoplasma denso. 120 X. 

b) El centro meristemático se organiza en la túnica y el cuerpo para formar el promeristemo, 
cuya protodermis está diferenciando tricomas. 120x. 

cm = centro meristemático 
t = túnica 

e = cuerpo 

Fotografía: Hemández P., M.V. 

pr promeristemo 
pq parénquima 
tr = tricoma 
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a 

b 

LÁMINA IV. Divisiones celulares en el promeristemo. (Técnica PAS-hematoxilina.) 

a) Mitosis con orientación anticlinal en célula de la túnica y surgimiento de un tricoma en un pri­
mordio foliar. 400 x . 

b) Mitosis con orientación anticlinal en célula del cuerpo en relación con la aparición del primordio 
foliar. 400 X . 

t = túni~a 
e = cuerpo 

mi = mitosis 

Fotografía: Hemández P., M.V. 

pf = primordio foliar 
tr = tricoma en desarrollo 
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a 

b 

LÁMINA V. Diretenciación de los tejidos fundamentales; protodermo, meristemo fundamental y pro­
cambium. (Técnica: PAS-Hematoxilina.) 

a) Tejidos fundamentales y comunicación del procambium del brote con una haz vascular del ex­
plante. Los primordios foliares empiezan a surgir. 120 x. 

b) El surgimiento de los primordios foliares y la diferenciación de los tejidos fundamentales. 120 X • 

pt = protedermo ( -) 
mf = meristemo fundamental 
pe = procambium 

Fotografía: Hemández P., M.V. 

xi = Xilema 
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a 

b a' 

LÁMINA VI. El meristemo apical del brote adventicio de Saintpaulia ionantha Wcndl. (Técnica: 
P AS-Hematoxilina.) 

a) Se observa el promeristemo, los primordios foliares con un tricoma glandular. 50x. 

a ') Acercamiento del tri coma glandular de a. 400 X . 

b) Muestra al meristemo apical de un brote adventicio de violenta africana, observándose el pro­
meristemo, primordios foliares con un tricoma filamentoso, y los tejidos fundamentales. 

pr = promeristemo 
pf = primordios foliares 

Fotografía: Hernández P., M. V. 

tf = tricoma filamentoso 
pq = parénquima 
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