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INTRODUCCION

El lulo (Solanum quitoense) es una especie de la familia de las solanceas cuyo centro de origen se
encuentra a lo largo de la region de los andes tropicales ocupada por Colombia, Ecuador y Peru.
Con argumentos genéticos y linguisticos, se considera que el Unico centro de origen del lulo

(Solanum quitoense) es Colombia (Lobo, 1991).

El lulo es una fruta que se siembra desde Peru hasta México debido a que posee una alta demanda
en los mercados nacionales e internacionales por sus caracteristicas y propiedades nutricionales, su
potencial para el sector agroindustrial y por la cantidad de productos derivados que se pueden

obtener de €l como pulpas de frutas, entre otras (ICA, 2011).

Colombia al ser parte del centro de origen del lulo, posee una amplia oferta ambiental para el
cultivo, lo que es una caracteristica importante debido a que puede hacer del lulo un cultivo
competitivo tanto en el mercado nacional como en el mercado internacional. Esta caracteristica lo
hizo tener en cuenta en el acuerdo de competitividad de productos hortofruticolas promisorios

exportables en Colombia (Pinzén, 2003).

En Colombia el lulo es un cultivo muy importante debido a que es el sustento de varias familias y
generadora de empleo nacional, especialmente en los departamentos de Narifio, Huila, Antioquia
y Boyacd, en donde de las aproximadas 8372 hectareas cultivadas, el 74% pertenece a familias
campesinas y el 26% a sectores empresariales, en donde se cultiva en mayor proporcion el lulo de
castilla (Solanum quitoense quitoense) que es una especie que no posee espinas, el lulo la selva
(Hibrido S.hirtum x S quitoense) resistente al cancer bacterial y al nematodo Meloidogyne incognita
y el lulo nacional (Solanum quitoense septentrional) que es una especie que posee espinas (Angulo,

2006; DANE, 2014).



El promedio de produccion en los paises donde se siembra lulo (Ecuador, Costa rica y Per() es de
27 ton/ha, mientras que en Colombia es de 8.2 ton/ha debido a la diversidad de problemas
fitosanitarios que presenta el cultivo, la escasa investigacion y tecnologia del cultivo, la siembra de
semilla sexual con alta variabilidad genética y la falta de materiales cultivables con caracteristicas
optimas (DANE, 2004). Estos problemas hacen que la planta no pueda explotar su méximo
potencial genético y haciendo que el productor tenga la necesidad de adquirir mas agroquimicos,

lo que generara un aumento en sus costos disminuyendo su productividad.

La herramienta mas econémica y amigable con el medio ambiente que puede solucionar estos
problemas de productividad que impiden que los productores colombianos de lulo sean
competitivos en un mundo cada vez mas globalizado, que exige que las regiones agricolas sean
mas competitivas es el mejoramiento genético, rescatando caracteristicas de interés agronémico en
las especies comerciales y/o generando variabilidad genética para aumentar los recursos genéticos
de la especie y asi poder disefiar mas planes de fitomejoramiento en el futuro (Angulo, 2008 ;

Estrada, 1992).

Puesto que el lulo es una especie semilefiosa posee un ciclo de vida largo (10 meses para obtener
la primera cosecha), por lo que realizar mejoramiento genético con métodos convencionales
requiere de mucho tiempo. Para generar recursos genéticos a corto plazo se puede utilizar la técnica
de la mutacién genética mediante el uso de la radiacion o de agentes antimitéticos como la
trifularina, que es una molécula que se usa en la elaboracion de herbicidas, causando fuertes

anomalias en las plantas, especialmente en zonas con alta actividad meristematica (Novak, 1992).

El objetivo de este trabajo consistio en evaluar el efecto de diferentes dosis de trifularina y
diferentes tiempos de reaccion en plantulas de lulo (Solanum quitoense septentrional) con la

intencion de generar recursos genéticos para futuros trabajos de Fitomejoramiento.



MARCO TEORICO

ORIGEN Y DISTRIBUCION

El lulo (Solanum quitense Lam) es una perteneciente a la familia de las solanaceas, originaria de la
zona tropical de la cordillera de los Andes cuyo territorio abarca 3 paises que son Colombia,

Ecuador y Peru, siendo el centro primario de diversificacion (Lobo, 1991).

El lulo tiene entre 11 y 13 especies populares de las cuales 8 se encuentran en Colombia. Las
especies mas cultivadas son: el lulo de castilla (Solanum quitoense quitoense), que es una especie
que no posee espinas y es originaria de ecuador, el lulo colombiano (Solanum quitoense
septentrional), que es una variedad que posee espinas en todos los 6rganos de la planta y el lulo la
selva, que es un hibrido resultante del cruzamiento entre la especie lulo de perro Solanum hirtum
y el lulo de castilla (Solanum quitoense quitoense) realizado en Colombia (Heiser y Anderson,
1999; Lobo, 2007). Las especies que presentan mayor numero de caracteristicas de plantas
silvestres se encuentran en Colombia, haciendo pensar que Colombia es el principal centro de

origen del lulo (Mufioz, 2010; Lobo, 2007).
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TAXONOMIA

El lulo (Solanum quitoense Lam) es una especie que pertenece a la familia de las solanaceas, del
género Solanum y a la seccién Lasiocarpa, en donde se puede encontrar entre 11 y 13 especies de
importancia que se distribuyen en Colombia, Ecuador y Peru, que son el centro de diversificacion

de la especie (Whalen et al, 1981; Heiser y Anderson, 1999; Medina et al, 2007).

Se ha descubierto la presencia de un taxon en el continente asiatico (Solanum ferox) y la presencia
de algunos taxa en las Guayanas, en la amazonia brasilera y otras secciones de importancia para el

mejoramiento genético como se ve en la Tabla 1 (Medina et al, 2007).

Tabla 1. Especies de lulo de importancia agronémica (Medina et al, 2007).

Especie Seccion ACCES. Pais Deptos. Colombia
N°
Solanum guitoense var Lasiocarpa 48 Colombia Antioguia, Boyaca, Caldas,
septentrionale Caquets, Cauca, Cundinamarca,

Huila, Magdalena, Manfo, Norte
Santander, Putumayo, Santander,

Valle
Solanum guitoense var Lasiocarpa 2 Costa Rica
septentrionale
Sofanum gurtoense Lasiocarpa 4 Holanda JEN®
var septentrionale
Solanum guitoense var. lasiocarpa 4 Colambia Antioguia, Cauca, Putumayo
guitoense
Solanum hirtum Lasiocarpa 2 Colambia Santander
Solanum hirtum Lasiocarpa 4 Venezuela
Sofanum hirtum Lasiocarpa 1 Holanda
Solanum pseudolulo Lasiocarpa 29 Colombia Antioguia, Chocd, Marifia,
Putumayo, Tolima, Valle
Solanum pseudalulo lasiocarpa 2 Costa Rica
Solanum pseudolulo Lasiocarpa 2 Holanda JBN*
Solanum vestissimum Lasiocarpa 2 Colombia Antioguia, Talima
Solanum pectinatum lasiocarpa 1 Colambia Meta
Solanum pectinatum Lasiocarpa 1 Holanda JBN*
Solanum sessdiflorum lasiocarpa 1 Colambia Antioguia
Solanum ferox Lasiocarpa 2 India JBN® CH**
Sofanum capsicoides Acanthophora 4 Colambia Antioguia, Caldas, Quindio, Valle
Solanum gilo Miganthes 1 Brasil
Solanum mammosum Acantophora 2 Colombia Antioquia, Valle
Solanum marginatum Melongena 2 Colombia Boyaca, Cundinamarca
Sofanum Acanthophora 1 Colombia Antioguia
AtropurpurewsT

* JBN: Jardin Botinico de Nijmegen  ** CH: Charles Heiser
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MORFOLOGIA

Raiz: La raiz del lulo es una raiz pivotante, lo que significa que posee una raiz principal
gruesa que permite su anclaje al terreno donde se encuentre y de esta raiz principal crecen
por los lados raices secundarias que son las encargadas de absorber los nutrientes del
suelo; Por lo general penetra hasta 50 cm de tierra y posee un gran desarrollo de raices
secundarias y/o laterales.

Tallo: Es un tallo cilindrico semilefioso con gran cantidad de tricomas, la presencia de
espinas puede variar segun la variedad siendo la (Solanum quitoense quitoense) la variedad
gue no posee espinas, mientras que la variedad (Solanum quitoense septentrional) posee
gran cantidad de espinas a lo largo de su tallo (Heiser et al, 2005).

El tallo se encuentra ramificado desde el suelo y segin el material puede tener de 3 a 4
ramificaciones laterales que ayudan a sostener toda la parte aérea de la planta.

Estas ramas se distribuyen de forma radial y cada una de ellas puede presentar diametros
de hasta 5cm. Cuando las ramas son jovenes son de coloracion verde y generalmente son
suculentas, mientras que las ramas viejas presentan una coloracién café y se vuelven
completamente lefiosas a través del tiempo (Lobo, 1991).

Hojas: Presenta hojas alternas de forma oblongo-ovalada que por lo general son de color
verde oscuro por el haz, verde claro por el envés y presenta gran contenido de tricomas.
La presencia o ausencia de espinas se evidencia segun la variedad que se esté trabajando,
al igual que pasa con el tallo.

La mayoria de las nervaduras presenta un color morado debido a la cantidad de antocianinas
acumuladas en esta parte de la hoja como método de defensa contra ataques de plagas y

enfermedades.
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Las hojas se encuentran adheridas a las ramas mediante un peciolo largo que presenta altos
contenidos de tricomas y suelen tener 15cm de largo, mientras que la hoja suele tener 50cm
de largo y 35 cm de ancho (Heiser et al, 2005.

Semilla: La semilla es lisa, redonda muy similar a una lenteja muy pequeria.

Un fruto puede llegar a tener 1000 semillas, en donde los frutos mas pesados tendran las
semillas mas pesadas y por ende las mejores plantas en caso de realizar la siembra de estas.
En la grafica 1se puede observar la imagen de cada uno de los 6rganos de la planta de lulo
(Solanum quitoense) (Gobernacion del departamento del Huila, Colombia, 2006;

CORPOICA, 1999; Lobo, 1991).

Grafica 1. Morfologia del lulo Solanum quitoense septentrional (Fuente: Autor, 2018)
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IMPORTANCIA Y PRODUCCION MUNDIAL

El mercado mundial de las frutas tropicales y exoticas, dentro de las que encontramos al lulo, crece
con el paso de los afios debido al contenido y a la diversidad nutricional que presentan cada una de
ellas, en un mundo en donde el cuidar los habitos alimenticios y mejorar la salud esta de moda

(Muhoz, 2010).

Estos frutales son considerados una alternativa para mejorar la salud y para mejorar la calidad de
vida de quienes la producen, puesto que como son frutales que en su mayoria se cultivan en la zona
tropical de Ameérica latina, el precio de estos en el mercado europeo es elevado, lo que es una buena

oportunidad de mercado para los productores de lulo.

El lulo se cultiva desde el norte de Peru hasta el sur de México, en donde Ecuador, Colombia y
Pert son los paises con mas produccion en su orden mencionado, siendo un cultivo importante en
la economia familiar campesina que en Colombia es de aproximadamente de 12.000 familias y en

ecuador de 19.000 (Fontagro, 2006).

La demanda del producto es elevada, especialmente en los paises productores, lo que permite
encontrar mercados de interés y la oferta ambiental ideal para obtener buenos rendimientos e
ingresar a mercados internacionales para mejorar la economia local. (Mufioz, 2010; Mufioz, 2011;

Lobo, 2009).

Las variedades mas cultivadas son el lulo de castilla (Solanum quitoense quitoense), que es una
variedad originaria de ecuador y representa la mayor parte de la produccion en ecuador; el lulo la
selva, que es un hibrido obtenido en Colombia mediante el cruzamiento de Solanum hirtum x

Solanum quitoense quitoense, la variedad nacional colombiana (Solanum quitoense septentrional),
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y algunos ecotipos de diferentes zonas que se siembran bajo el nombre de lulo de castilla (Lobo et

al, 2007.

PRODUCCION NACIONAL

En Colombia, el &rea total establecida de cultivo es de 8.372 Ha, en donde 3.889Ha se encuentran
en etapa productiva con una produccién promedio de 8.87 ton/Ha (Grafica 2), comparado con el

promedio de produccién internacional que es de 27 ton/Ha (Mufioz, 2011; DANE, 2014).

El departamento con mayor produccion fue el Huila con 18.357 Ton, seguido de los departamentos
de Boyaca, Magdalena y Santander, en donde se ha presentado una reduccion del area plantada

para el afio 2014 (DANE, 2014).
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Gréfica 2. Produccidn nacional de lulo para el afio 2013 (Fuente: DANE, 2014).
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Las variedades mas cultivadas en Colombia son el lulo la selva, que es la Unica variedad trabajada
en mejoramiento genético en el pais, el cual presenta una resistencia al nematodo Meloydogine y a
la bacteria Calvibacter michiganense; El lulo de castilla (Solanum quitoense quitoense), que es la
variedad méas conocida en el mercado, destacAndose por la coloracion marron de la pulpa y de no
poseer espinas Yy la variedad nacional (Solanum quitoense septentrional) que es la variedad que
posee espinas y un jugo de mayor agrado para los consumidores de esta (Mufioz, 2011; Lobo,

2007).

En Colombia el lulo es generador de empleo cuya mano de obra que se distribuye en un 40%
familiar, 30% contrato y 20% contrato-familiar, siendo sustento de 12.000 familias campesinas
tradicionales que representan el 74% de los productores de lulo en el pais, mientras que el 26%

restante pertenece al sector empresarial (Angulo,2008; Franco, 2002).

La falta de investigacion y la escasa tecnologia amenazan su sostenibilidad, impidiendo que la
planta exprese su maximo potencial genético y se puedan obtener mejores rendimientos que
aumenten la productividad, ya que los mayores rendimientos del cultivo son directamente
proporcionales a la cantidad de area de cada productor y no a la productividad y competitividad de

cada uno (Angulo, 2008; DANE, 2014, Mufoz, 2011).

Colombia cuenta con una oferta ambiental amplia para el lulo, lo que puede hacer de él un cultivo
competitivo en un mundo que cada vez es mas globalizado que genera mayor competencia entre

productores, exigiendo que las regiones agricolas cada vez sean mas competitivas (Angulo, 2008).
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PROBLEMAS FITOSANITARIOS

La produccion de lulo esta muy limitada por un complejo de aproximadamente 18 enfermedades y
12 plagas (Tabla 2), destacando algunas enfermedades como fusarium sp y phytophtora que son
las mas limitantes en el pais y en donde se ha llegado a encontrar lotes infestados con pérdidas de

hasta el 100% del cultivo (CORPOICA, 1999).

Tabla 2. Principales enfermedades para el cultivo del lulo en Colombia (Fuente: Corpoica, 1999).

Enfermedad Agente Causal
Tiz6n del Lulo Phytophthora infestans
Pudricion Algodonosa Sclerotinia sclerotiorum
Antracnosis Glomarella cingulata
Fusariosis Fusarium oxysporum

Amarillamiento por
Verticillium albo-atrum

Verticillium
Pudricion de tallo Sclerotium rolfsii
Chancro del tallo Pythium sp.
Clorosis por armillaria Armillaria
Mancha negra de los tallos Phoma
Mancha clorética de la hoja Colletotrichum

Mancha de alternaria Alternaria




Marchitez bacterial

Ralstonia solanacearum

Cancer bacterial

Clavibacter michiganense

Pudricion del fruto

Erwinia

Pudricion medular

Erwinia chrysanthemi

Virus de la hoja pequefia

Nematodo del lulo

Meloidogyne

Tabla 3. Principales plagas del cultivo del lulo en Colombia (Fuente: Corpoica, 1999).
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Nombre Comun

Nombre cientifico

Barrenador del tallo

Faustinus Sp

Picudo de la flor

Anthonomus sp

Gusano perforador

Neoleucinodes elegantalis

MEJORAMIENTO GENETICO

El Unico material mejorado a disposicién para los productores colombianos es el cultivar “La

Selva”, que fue el resultado de un cruzamiento entre el lulo de perro Solanum hirtum y el lulo de

castilla Solanum quitoense quitoense, el cual presenta una buena adaptacion a directa luz solar,

periodos de cosecha prolongados, alta productividad y resistencia a Meloidogyne incognita raza 2

y Fusarium oxysporum (Lobo, 2009; Tamayo et al, 2002).
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El CIAT llevo a cabo un proceso de mejoramiento genético participativo con los agricultores del
norte del Cauca debido a las diversas variedades de lulo que se siembran en esa region, se

recolectaron y se clonaron los materiales para su evaluacién (Lobo, 2004).

Se han realizado estudios relacionados con domesticacién y ampliacion de la base genética del
taxon del lulo, como es el caso del hibrido obtenido por Heiser y Lobo llamado “La Selva”, puesto
que diversos estudios han mencionado y recomendado la siembra de varias especies sin tener en
cuenta una adecuada seleccion de los materiales y sin haber analizado el ambiente optimo en el que

se desarroll6 cada variedad (Calvo, 1972; Chacon et al, 1996; Comunagro, 2003).

Se realizaron 3 procesos de colecta de lulo y taxas en los departamentos de Antioquia, Boyaca,
Caldas, Cauca, Huila, Magdalena, Narifio, Norte de Santander, Quindio, Tolimay Valle del cauca,
en donde gran parte del material genético adquirido se almacena en bancos de germoplasma, en
donde luego se realizaron diversos estudios en caracterizacion y evaluacion de cada una de las

variedades obtenidas (Garcia, 1985; Torres, 1992; Giraldo y Gil, 2004; lobo, 2007).

El mejoramiento genético de lulo tiene como objetivo buscar resistencia a enfermedades, calidad
de fruta y otras caracteristicas de importancia agronémica que ayuden a mejorar la productividad
de las familias campesinas que dependen de la produccion de lulo y para mejorar la productividad
de los cultivos con lulo ya establecidos, generando un impulso nuevo en las personas para abrir la
oportunidad a nuevos mercados internacionales y mejorar la calidad de vida de los productores

(Muioz, 2011).

Es necesario, para poder cumplir con los objetivos del mejoramiento genético en lulo, explorar que

nuevos taxones o0 especies pueden ser tenidas en cuenta para mejoramiento genético, evaluar y
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caracterizar la totalidad de las variedades de interés agrondémico y generar mas variabilidad

genética (Angulo, 2008; Mufioz, 2011; Lobo, 2007).

FUENTES DE VARIABILIDAD

Como fuentes tradicionales de variabilidad tenemos la hibridacion sexual y la mutagénesis. Para la
mutagénesis es necesario el uso de agentes fisicos y/o quimicos, como la trifularina y/o la radiacion,
que provoquen cambios genéticos en la estructura cromosdémica, aumentando la probabilidad de
duplicar el contenido cromosomico logrando causar una mutacion genética que pueda generar una

especie con caracteristicas de interés agronémico.

Las mutaciones genéticas, que en la mayoria de los casos se debe a una duplicacion del nimero de
cromosomas que posee se pueden dar de dos maneras: La primera se da de forma natural, en donde
en la mayoria de los casos puede tardar varios afios, incluso hasta siglos; Por otra parte, esta la
artificial y/o espontanea, que se da mediante la aplicacion de diferentes agentes antimit6ticos como
por ejemplo la colchicina, trifularina, pronamida, amiprofos metil, entre otros (Kostoff, D, 1939),
que pueden aplicarse en medio in vitro o ex vitro en semillas o plantulas haploides de una especie

vegetal que se desee trabajar.

La variacion genética y la diversidad de las plantas esta basada principalmente en las mutaciones
genéticas, las variedades de cada especie e hibridos obtenidos en la actualidad provienen del uso
de algin material de importancia agronémica que muté de forma natural en algin momento a traves

del tiempo, adquiriendo caracteristicas diferentes a su poblacion de la que provino (Cubero, 2013).

Las tasas de mutacion natural son bajas y requieren de bastante tiempo para que ocurran, mientras

que con la mutagénesis artificial se puede obtener una tasa tan alta como se desee teniendo en
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cuenta la relacién clasica de dosis con tiempo de reaccion para evitar generar tantas mutaciones en

el individuo que cause su muerte (Heiser et al, 2005; Casimiro et al, 2009).

Los agentes antimitéticos son moléculas que impiden el correcto funcionamiento de la mitosis en
plantas, con el fin de duplicar los cromosomas de una determinada especie vegetal obtenida por
embriogénesis gamética y/o hibridacion, para restaurar el nivel de ploidia original (doble

haploides), volviéndola una especie fértil que puede ser usadas en futuros planes de mejoramiento.

La funcion de la mayoria de los agentes antimitdticos es la misma, que es impedir que se dividan
los cromosomas mediante la mitosis. No obstante, no todas las plantas reaccionan de la misma
manera a los diferentes agentes antimitoticos, por lo que el agente ideal debera ser simple y rapido
de aplicar, eficiente y no deberd producir problemas fisiolégicos ni otro tipo de alteraciones

genéticas que afecten de manera negativa la investigacion.

Existen diferentes metodologias para aplicar los agentes antimitoticos; sin embargo, lo que
garantiza el éxito de la investigacion depende del medio de cultivo empleado (en caso de ser in
vitro) o del sustrato, del tipo de explantes que se desee utilizar (Semillas, plantulas, brotes, callos,
embriones cigo6ticos y somaticos, segmentos nodales), el tipo de agente antimitético, el tiempo de
exposicion de los explantes en el agente y la concentraciéon del mismo (Pintos et al, 2014; Cubero,

2013; Novak y Brunner, 1992).

La concentracion de cada agente antimitético es diferente, puesto que hay algunos agentes que son
mas fuertes que otros, como por ejemplo la colchicina, en donde deben usarse dosis muy bajas para
la induccion a mutagénesis. Esta mutacion ocurriré totalmente al azar y no se sabré cual seré el

resultado ni la respuesta que expresaran las plantas sometidas al tratamiento (Cubero, 2013).
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Luego de la correcta aplicacion de los agentes antimitéticos, se obtendrd como resultado plantas
completamente homocigotas diploides (si la inhibicion de la mitosis ocurre en una especie
haploide) y/o poliploides con el doble de material genético que se podran usar en futuros plantes
de mejoramiento genético (Grafica 3), puesto que la poliploidia es una fuerza evolutiva que ha
causado la aparicion de cientos de especies de importancia agronémica y que por lo general, son
plantas que son mas eficientes fisiolégicamente debido a que al tener mayor contenido de ADN
generan una mayor cantidad de proteinas y un mayor tamafio de la célula que reduce los espacios

intercelulares generando una resistencia natural a los problemas fitosanitarios (Pintos, et al. 2014).

A la fecha se han lanzado mas de 2700 variedades mutantes de plantas al mercado, las mas
representativas de ellas son los cereales, los tubérculos y las plantas ornamentales; un ejemplo de
estas es la variedad mutante de cebada desarrollada en Peru que crece por encima de los 5.000
m.s.n.m representando el 52% del aumento del rendimiento total entre 1978 y 2002; las variedades
de arroz mutantes que se siembran a lo largo del rio Mekong en Vietnam resistentes a la salinidad,
con una produccidn de 3 cosechas por afio y alta calidad de grano, representando en cifras el ingreso
adicional de 300 millones de ddlares por afio para los agricultores de Vietnam y por ultimo la
variedad mutante de pera nijisseiki que posee mejores caracteristicas organolépticas que las peras

tradicionales (FAO et al, 2008).

En lulo Solanum quitoense, Heiser et al (2005) obtuvieron una variedad mutante tetraploide a partir
de 2 hibridos diploides casi estériles (Solanum quitense lamark x Solanum sessiflorum Dunal y
Solanum quitense x Solanum sessiliflorum geogicum) sometidos a diferentes dosis de colchicina
en la universidad de Indiana en Estados Unidos. Esta variedad mutante presenta caracteristicas
como mayor altura de la planta, diametro del tallo, mayor area foliar, mayor nimero de semillas y

mayor viabilidad de polen que las variedades hibridas diploides, aportando de esta manera a los
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recursos genéticos de la especie para futuros planes de mejoramiento genético en Solanum

quitoense.
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Grafica 3. Formacion de plantas poliploides a través de infusion mediante el uso de agentes antimito6ticos. (a)
mitosis normal diploide. (b) inhibicion de la mitosis causando tetraploidia. (c) Metafase mitotica (2n = 2x = 18). (d)
Metafase mitotica poliploide (2n = 4x = 36) (Fuente: Roselaine et al, 2012).
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MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizo en los laboratorios de ciencias de la Universidad de Ciencias Aplicadas
y Ambientales U.D.C.A bajo condiciones semicontroladas de Fitotron, ubicada en la ciudad de
Bogota, localidad de Suba, con coordenadas de 4°47’ latitud norte y 74°02° oeste a una altura de

2600 m.s.n.m.

La especie que se trabajé en la investigacion correspondid al lulo nacional “Solanum quitoense

septentrional” y como agente mutagénico se utiliz6 la trifularina en diferentes concentraciones.

El disefio estadistico empleado fue un disefio factorial completo de efectos fijos completamente al
azar desbalanceado, en donde se aplicé diferentes concentraciones de trifularina (100, 250 y 500
ppm) a tres diferentes tiempos de exposicion (24, 28 y 44 horas) para un total de nueve tratamientos
mas un testigo con 200 repeticiones, para un total de 2000 unidades experimentales iniciales (Tabla
4). Se utiliz6 un intervalo de confianza del 98% con correccion de Bonferroni, usando como

software estadistico la version 3.4.4 del programa R.

Las semillas de Solanum quitoense septentrionale se depositaron en cajas de Petri estériles de
60mm X 15mm en grupos de 50 semillas (Grafica 4), de modo que cada tratamiento quedo con 4
cajas de Petri (teniendo en cuenta las 200 repeticiones por cada tratamiento); las cajas de Petri
contenian un papel filtro del tamafio de la caja para ayudar a retener la humedad y favorecer la
germinacion; a cada caja de Petri se le agregd 4ml de agua destilada, se dejaron germinando a una

temperatura de 21°c.
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Se prepar6 una solucion madre de trifularina a 500ppm, usando etanol al 5% como solvente y a

partir de esta concentracion se hicieron las concentraciones de trabajo de 100 y 250 ppm.

Tabla 4. Tratamientos empleados en la investigacion segun los niveles de cada factor

Factor 1 "Tiempos de reaccion”
24 horas | 28 horas | 44 horas

R1 R1 R1
100 ppm R2 R2 R2

R200 [ Rmooo [ mooo
5 R1 R1 R1
'};;;irde 250 ppm R2 R2 R2

s | |
R1 R1 R1
500 ppm R2 R2 R2

R200 [ Rmooo [ mooo

La induccion a mutacidn genética se obtuvo a partir de las semillas pregerminadas (con emision de
radicula) de lulo nacional Solanum quitoense septentrional en infusién a tres concentraciones de
trifularina (100, 200 y 500 ppm) y a tres tiempos de exposicion (24, 28 y 44 horas), se aplico la
solucion de trifularina dependiendo de cada tratamiento y se retir6 segin cada tiempo de exposicién

(Grafica b).



Grafica 4. NUmero de semillas por cada caja de Petri. (Fuente: Autor, 2018)

Gréfica 5. Cajas de Petri utilizadas en la investigacion. (Fuente: Autor, 2018)

25
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Luego de retirar la solucion se lavaron las semillas con agua destilada durante 5 minutos y se
cambiaron los papeles filtro para asegurar que la trifularina se haya retirado completamente, una
vez realizado el lavado las semillas se dejaron en incubacion nuevamente hasta que se observara

plimulas y radiculas bien definidas para luego ser llevadas a bandejas de germinacion.

Se espero a que las semillas de lulo presentaron plimula y radicula bien definidas (15 dias
calendario) (Gréafica 6), se sembraron las semillas en bandejas de germinacion de 128 alveolos con
un sustrato compuesto de turba y vermiculita a una relacién de 2:1. En esta fase se midié el
porcentaje de supervivencia, la longitud de los cotiledones, la altura de las plantulas y el nimero

de hojas, las longitudes se midieron con un calibrador pie de rey.

Gréfica 6. Plumulas y radiculas de semillas de lulo (Fuente: Autor, 2018).
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Grafica 7. Siembra de las semillas en bandejas de germinacion de 128 alveolos (Fuente: Autor, 2018).

A los 65 dias después de la siembra en semillero, las plantulas se trasplantaron a bolsas de
polietileno (9cm x 18cm) con un sustrato compuesto de tierra negra proveniente de un andisol,
compost y cascarilla de arroz a una relacion 3:1:1, en donde se mantuvieron bajo condiciones de
vivero con una poli sombra (50%). En esta etapa se midi6 longitud de entre nudos, longitud y ancho

de las hojas, altura de la plantula y namero de hojas (Grafica 8).

Gréfica 8. Plantulas en estado de almacigo (Fuente: Autor, 2018).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la grafica 9 se puede observar que, para el porcentaje de germinacion, las semillas de lulo
respondieron mejor a las concentraciones de 100 y 250ppm de trifularina en todos los tiempos de
reaccion, siendo superiores al tratamiento testigo, mientras que la concentracion de 500ppm en los
3 tiempos de reaccion causo un dafio severo en las semillas, inhibiendo la germinacion

considerablemente.

Esto puede ser explicado debido a que la trifularina es un herbicida inhibidor de la mitosis que
actlia en meristemos de crecimiento, especificamente en érganos subterraneos y semillas, en donde
altas concentraciones de este herbicida pueden inhibir completamente la mitosis de las células

pudiendo llegar a causar la muerte (Cubero, 2013; Imery, 2001; Deuber,1992).

Los resultados positivos de las dosis de 100 y 250 ppm para 24 horas de reaccion se pueden
comparar con los resultados encontrados por Goufeng Liu et al (2007), quienes obtuvieron plantas
tetraploides de Platanus acerifolia luego de someter las semillas a dosis de colchicina (la cual tiene
un efecto similar al de la trifularina, inhibiendo el huso acromatico de las células en metafase), las
dosis mas bajas fueron las que generaron mayores anomalias en el genoma de las plantas, en donde
al inhibir la mitosis, las nuevas células con el doble de material genético causaron que las plantas
de Platanus acerifolia fenotipicamente presentaran ventajas fisiologicas, como mayor area foliar

y crecimiento mas compacto.
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Dado que para todas las dosis de trifularina y para todos los tiempos de reaccion de las semillas de
lulo con las dosis, el porcentaje de germinacion fue menor al 90%, siendo més significativo para
las concentraciones de 500ppm quienes presentaron un porcentaje de germinacion menor al 40%,
esta diferencia del porcentaje de germinacién en cada una de las dosis y en cada uno de los tiempos

de reaccion fueron las que causaron que el disefio experimental se volviera un disefio
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Gréfica 9. Porcentaje de germinacion medidos a los 15 dias de incubacion.
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Para la longitud de los cotiledones medidos a los 42 dias después de la siembra en bandeja, la
interaccion de la dosis con el tiempo de reaccion no fue significativa, por lo que se concluira cada

factor por separado.

El factor tiempo de reaccion no presento diferencias significativas, mientras que el factor dosis
presentd un P-valor > 2.2e-16, en donde se puede observar que a medida que aumenta la
concentracion de trifularina, el tamafio de los cotiledones disminuye, teniendo una relacién
inversamente proporcional, concordando de esta manera con lo mencionado por Novak y Brunner
(1992), en donde afirman un posible estrés en la planta mediante el uso de elevadas concentraciones

de agentes antimitdticos como la trifularina (grafica 10).

=
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Gréfica 10. Longitud de los cotiledones a los 42 dias después de la germinacién.
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Los mayores valores de longitudes de cotiledones correspondieron al tratamiento testigo con un
promedio de 0.99cm, a excepcion del tratamiento 1 compuesto de 100 ppm de trifularina a 24 horas
de exposicion con un promedio de 1.05 cm siendo superior al testigo, al tener esta ventaja
fisioldgica de tener mayores reservas nutricionales para iniciar su etapa de plantula se puede esperar
que este tratamiento sea el que presente mayores medidas fenotipicas, siendo un tratamiento

importante a tener en cuenta.

En la grafica 11 se muestran las medias en centimetros de cada una de las variables respuesta
(Altura de la planta, Distancia de entrenudos, Ancho y Largo de la hoja) medidas a los 136 dias
después del trasplante a almacigo, en donde se observa que el valor de las medias de cada variable
respuesta difieren, evidenciando una relacion inversamente proporcional del tiempo de reaccion y

las dosis de trifularina con las variables respuesta.

Para la altura de la plantula, las plantas sometidas a una dosis de 100 ppm durante 24 horas fueron
las méas representativas con una media de 5.84 cm, siendo superior al tratamiento testigo que
presento una media de 5.02 cm, mientras que las plantas sometidas a una dosis de 500 ppm durante

44 horas fueron las menos representativas con una media de 1.74 cm.

Para la longitud de entrenudos, al igual que la altura de la plantula, las plantas sometidas a una
dosis de 100 ppm durante 24 horas fueron las mas representativas con una media de 1.27 cm, siendo
superior al testigo que presento una media de 1cm, mientras que las plantas expuestas a una dosis
de 250 ppm durante 44 horas fueron las menos representativas con una media de 0.46 cm, la

diferencia de esta variable respuesta se puede observar en la Grafica 12.

Los resultados concuerdan con las descripciones realizadas para Solanumm quitoense por Heiser

et al (2005), quienes compararon una variedad tetraploide Solanum indianense resultante de una
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induccion de mutacion genética con colchicina contra el lulo comdn; a nivel de fenotipo, el
Solanum quitoense posee gran cantidad de espinas, tallos y hojas jévenes con pigmentaciones
moradas, de 6 a 8 nervaduras principales por hoja y gran cantidad de tricomas. Estas caracteristicas
son muy similares a la mayoria de las plantulas de la presente investigacion. No obstante, los
hibridos tetraploides obtenidos presentaron mayor &rea foliar, mayor diametro de tallo y mayor
altura, muy similar a lo que ocurre con las plantulas sometidas a una dosis de 100 ppm durante 24
horas las cuales presentan mayor altura y mayor distancia de entrenudos, lo que podria ser un indice

de una mutacion genética.
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Grafica 11. Datos de variables observadas a los 136 dias después de la siembra



Grafica 12. Comparacion de longitud de entrenudos de TO (Der) y T9(lzq).

Tabla 5. Analisis de varianza de las variables respuesta
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Grados

Eactor de Suma de Cuadr_ado = Probabilidad
libertad cuadrados  medio (>F)
Altura de la planta Tiempo 2 207 103.49 108.40 2.20E-16
Dosis 2 330.3 165.16 172.99 2.20E-16
Tiempo:Dosis 4 41.3 10.34 10.83 2.23E-08
Residuales 437 417.2 0.95
Longitud de entrenudos Tiempo 2 6.35 3.17 78.12 2.20E-16
Dosis 2 16.63 8.31 204.54 2.20E-16
Tiempo:Dosis 4 3.29 0.82 20.23 2.65E-15
Residuales 437 17.77 0.04
Ancho de la hoja Tiempo 2 170.2 85.11 93.77 2.20E-16
Dosis 2 179.8 89.89 99.03 2.20E-16
Tiempo:Dosis 4 118.8 29.7 32.72 2.20E-16
Residuales 437 386.7 0.91
Largo de la hoja Tiempo 2 160.0 79.99 68.62 2.20E-16
Dosis 2 223.8 111.91 96.004 2.20E-16
Tiempo:Dosis 4 25.9 6.48 5.56 0.00025

Residuales 437 509.4 1.17
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En la tabla 5 se observa que hay un efecto significativo de la interaccion Tiempo de reaccion y
dosis de trifularina para altura de la planta distancia de entrenudos Ancho de la hoja y Largo de la
hoja Al haber interaccion significa que el efecto de un factor depende del nivel de otro factor por

lo que no es posible evaluar los 2 factores (Tiempo de reaccion y Dosis) por separado.

Una alternativa para poder realizar las pruebas de comparacién de medias y poder obtener que
combinacion de tiempo de reaccion con dosis, fue necesario crear tratamientos que contengan todas
las combinaciones de los factores, suprimiendo el efecto por separado de cada factor y
agrupandolos en tratamientos. Los tratamientos obtenidos a partir de las combinaciones de los

tiempos de reaccion con las dosis se pueden ver en la tabla 6.

Tabla 6.Tratamientos generados a partir de la interaccion de tiempo con dosis.

Horas  Concentracién(ppm) Interaccion
100 Tratamiento 1
24 250 Tratamiento 2
500 Tratamiento 3
100 Tratamiento 4
28 250 Tratamiento 5
500 Tratamiento 6
100 Tratamiento 7
44 250 Tratamiento 8
500 Tratamiento 9

Los resultados concuerdan con lo mencionado por Cubero (2013), quien menciona la importancia

de analizar conjuntamente los tiempos de exposicion de cualquier planta a cierta concentracion de
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cualquier agente mutagénico, puesto que a mayor tiempo de reaccidn se espera que el agente

mutagénico cause mayor numero de alteraciones genéticas sin importar su concentracion.

Se realizé una prueba de comparacion de medias para cada variable respuesta en funcion de los
tratamientos que contienen la interaccion entre tiempo y dosis con un intervalo de confianza inicial
del 97% y con un ajuste de Bonferroni, puesto que la probabilidad de cometer el error tipo 1

aumenta con mayor numero de tratamientos.

En la grafica 13 se puede observar el grafico de comparacion de medias, en donde para la altura de
la planta y la longitud de los entrenudos el tratamiento mas significativo fue el T1 (100ppm durante
24 horas) presentando una media de 5.84cm para altura de la plantula y de 1.27cm para longitud
de entrenudos siendo superior al tratamiento testigo, esto puede ser explicado debido a que como
la trifularina es un agente antimitético, pudo haber generado una mutacion en el genoma de la
planta, duplicando su material genético y permitiendo a la planta una mayor cantidad de proteinas,
haciendo que tengan una ventaja fisiologica frente a las plantulas que no tuvieron ninguna

exposicion (Cubero, 2013; Pintos etal, 2012).

Por otra parte, la media mas baja para la altura de la plantula correspondi6 al tratamiento T9 (500
ppm durante 44 horas) siendo estadisticamente diferente (P-valor<0.001) a los demés tratamientos,
mientras que para la longitud de entrenudos las medias mas bajas correspondieron a los
tratamientos T7 (100ppm durante 44 horas), T6(500ppm durante 28 horas), T9(500ppm durante
44horas), T3(500ppm durante 24 horas) y T8 (250ppm durante 44 horas) el cual ninguna de ellas

presenta diferencias significativas.

Si bien, la mayoria de las medias poseen la dosis de 500ppm y un tiempo de reaccién elevado en

interaccion con una dosis mas baja de trifularina (para el caso del T7 y del T8), esto puede ser
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explicado debido a que como la trifularina es un herbicida que inhibe la mitosis en regiones de alta
actividad meristematica (Pintos etal, 2012), a medida que aumenta la concentracion y el tiempo de
reaccion aumenta el deterioro de la planta, disminuyendo la frecuencia de mutaciones
econdmicamente Utiles y generando plantas con problemas fisioldgicos (Novak y Brunner,1992) ,
mientras que si se usan dosis adecuadas que no superen los umbrales de dafio establecidos por
Levan (1938) la probabilidad de obtener mutaciones econémicamente Utiles aumenta, lo que puede
explicar que el tratamiento T1(100ppm durante 24 horas) pueda presentar una mutacion genética
dado que su media es mas alta para la longitud de entrenudos y la altura de la plantula que el

tratamiento testigo.
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Grafica 13. Prueba de comparacién de medias (LSD) con ajuste de Bonferroni para cada variable respuesta.
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Para las variables ancho y largo de la hoja, el tratamiento mas significativo fue el tratamiento
testigo, siendo estadisticamente diferente a los demas tratamientos con unas medias de 7.7cm para
ancho de hoja y 8.97 cm para largo de hoja, mientras que las medias mas bajas correspondieron a
los tratamientos que fueron sometidos a altas dosis (500ppm) durante prolongados tiempos de
reaccion (44 horas), como el caso del tratamiento T8 (250ppm durante 44 horas) y T9 (500ppm

durante 44 horas).

El ancho vy el largo de la hoja son dos variables que presentan una correlacion positiva, de modo
que mediante regresiones lineales y/o no lineales se puede determinar el &rea foliar de la hoja
(Cabezas et al, 2009). Seguln los resultados, las plantulas que no fueron sometidas a ninguna dosis
(por ende, a ningun tiempo de reaccidn) presentaron mayor area foliar, lo que hace que estas

plantulas tengan una ventaja fisioldgica que las demaés (Azcén, 2012).

Los resultados se pueden comparar con los encontrados por Casimiro et al (2009), quienes
encontraron que las dosis mas bajas de trifularina, que en este caso fueron de 0.42 y 0.84ppm,
presentaban los niveles mas significativos de alteraciones cromosémicas, teniendo la mayor
cantidad de células polinucleadas en cebolla, mientras que la dosis mas alta que fue de 3.34 ppm
presento un indice mitdtico bajo debido a que causo en la mayoria de las células un blogueo total
de la mitosis. Esto género como conclusion que las alteraciones cromosémicas estan
correlacionadas con las dosis mas bajas de trifularina, estableciendo las concentraciones de 0.42 y
0.84ppm como concentraciones diagnéstico y concordando con casas quimicas productoras de

trifularina que dosis mayores a 3.34ppm puede causar la muerte de la planta.

Los resultados en lulo muestran que para la altura de la planta y la longitud de entrenudos son
similares a los encontrados por Casimiro et al (2009), el cual puede ser explicado puesto que al

haber inhibido la formacién del huso acromético pudo haber generado metafases poliploides que
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hayan fomentado la formacion de plantas mas eficientes fisiologicamente en la concentracion de
100ppm durante 24 horas, que fue la concentracion mas baja de la investigacion en lulo; Por otra
parte, todas las dosis de trifularina utilizadas en lulo superaron el umbral de dafio de 3.34ppm sin

encontrar tasas de mortalidad del 100% y evidenciando diferencias significativas a nivel fenotipico.

CONCLUSIONES

Las dosis y los tiempos de reaccion son dos factores que trabajan conjuntamente dada su
interaccion significativa en el andlisis de varianza, por lo que fue necesario crear nuevos

tratamientos que contengan la interaccion de los diferentes niveles de cada factor.

Se evidenci6 un efecto negativo de las dosis de trifularina y los tiempos de reaccion, en donde a
medida que aumentan, los valores de todas las variables respuesta disminuyen, siendo los
tratamientos sometidos a dosis de 500ppm y/o a altos tiempos de reaccion (44 horas) los menos

representativos y los que presentaron mayor tasa de mortalidad.

Para las variables de area foliar (ancho y largo de hoja), el tratamiento con los mayores valores de
medias fue el tratamiento testigo, mientras que para la altura de la planta y la longitud de entrenudos

el tratamiento més representativo fue el T1 (100ppm durante 24 horas).

Hay suficientes diferencias fenotipicas significativas que justifiqguen un estudio citogenético,

especialmente en el tratamiento T1 (100ppm durante 24 horas) dado que fue superior al tratamiento
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testigo en 2 de las 4 variables respuesta analizadas, que demuestren a nivel cromosémico si hay o

no una alteracion a nivel de genoma que sea de interés agronémico y econémico.

Se recomienda evaluar agrondmicamente los tratamientos que presentaron diferencias con el
testigo y que posiblemente pueden tener mutaciones, con el fin de identificar caracteristicas de

interés que puedan ser utilizados en un programa de mejoramiento.
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