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Resumen y Abstract IX

Resumen

El lulo (Solanum quitoense Lam.) es una espécie frutal de origen andino con amplias
posibilidades en los mercados internacionales debido a su caracter exdtico y a su gran
valor nutracéutico. Los grandes problemas de origen fitosanitario, asi como la
desuniformidad en la productividad y calidad de fruta han provocado grandes pérdidas
econdémicas a los productores y reduccion de las areas sembradas en Colombia. Por
estas razones, es necesario robustecer la investigacion en temas relacionados con la
producciéon masiva de plantas con uniformidad genética y tolerancia a las principales
enfermedades y plagas del cultivo. Este trabajo es el resultado de investigaciones
realizadas sobre la regeneracion de plantas de dos variedades de lulo (Solanum
guitoense var. septentrionale Schult. y Cuatrec., y Solanum quitoense var. quitoense) por
medio de la embriogénesis somatica, con el fin de garantizar un sistema de multiplicacién
masiva, que conserve las caracteristicas de plantas seleccionadas o mejoradas por los
programas de mejoramiento. Se incluyen dos articulos relacionados con la induccién de
embriones somaticos, y el efecto del numero de subcultivos sobre la variabilidad genética
de dos variedades de lulo, con espinas y sin espinas. Se confirmd el caracter
recalcitrante de lulo por la germinacion precoz de los embriones en el medio con
hormonas y ausencia de recurrencia en el proceso, asi como la relacién directa entre
namero de subcultivos y la variabilidad genética. Se confirmdé ademas, que esta

variacion es genotipo-dependiente

Palabras clave: clonacién vegetal, embriones somaticos, recurrencia, recalcitrancia,

variacion genética.



X Estudios orientados a la regeneracion de plantas de lulo (Solanum quitoense Lam.)
a través de la embriogénesis somatica

Abstract

Lulo (Solanum quitoense Lam.) is a fruit of Andean origin with great opportunities in
international markets due to its exotic nature and their high nutraceutical value. The
phytosanitary problems and the variations in productivity and fruit quality have resulted in
heavy economic losses for producers and reduced planted areas in Colombia. For these
reasons, it is necessary to strengthen research on issues related to the massive
production of plants with genetic uniformity and tolerance to the main diseases and pests
of the crop. This paper is the result of research on plant regeneration of two varieties of
lulo (Solanum quitoense var. septentrionale Schult.,, and Cuatrec., and Solanum
guitoense var. quitoense) through somatic embryogenesis, in order to ensure a system of
massive multiplication of lulo, which retains the characteristics of plants selected or
improved by breeding programs. Includes two chapters related to the induction of somatic
embryos, and the effect of number of subcultures on genetic variability of two varieties of
lulo, with spines and spineless. We confirmed the recalcitrant nature of lulo by sprouting
of embryos in medium with hormones and no recurrence in the process, and the direct
relationship between the number of subcultures and the genetic variation. Variability was
shown to be genotype dependent.

Keywords: plant cloning, somatic embryaos, recurrence, recalcitrance, genetic variation.
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Introduccioén

El sector fruticola colombiano es el llamado a convertirse en uno de los
principales ejes de las exportaciones colombianas, si se tiene en cuenta la gran
diversidad, calidad y ventajas competitivas que le dan, su posicién geograficay la
aceptacion por parte de los productores de certificaciones como Globalgap,

FairTrade y Productos Organicos.

Las importaciones de frutas y hortalizas, realizadas por Estados Unidos en el afio
2011, alcanzaron los US$ 13,7 mil millones; México, Chile, Canada y Costa Rica
fueron los principales proveedores, mientras que Colombia, ocup6 el décimo lugar
y solo participé con un 1,8%, equivalentes a US$252 (Asohofrucol, 2012).
Ademas, el Tratado de Libre Comercio, firmado con EEUU en el afio 2012, amplia
las posibilidades exportadoras del pais, ya que se desgravaron las importaciones
de frutas y hortalizas colombianas, que antes del tratado, tenian un gravamen del
29,8%.

El lulo (Solanum quitoense), es una de las especies colombianas con mayor
potencial para la implementacion de proyectos productivos con fines de
exportacion como frutal exético; los incrementos acelerados de la poblacion
mundial asi como la necesidad de mejoramiento del nivel de vida y cambios en
los habitos alimenticios, abren un panorama favorable para la explotacion de
frutales, que como el lulo, contienen un alto valor nutracéutico, debido al alto
contenido en antioxidantes. Estudios recientes han confirmado los beneficios de
consumir este tipo de frutas principalmente en la reduccion de enfermedades
cardiovasculares, diabetes, hipercolesterolemia, resistencia a la insulina,
prevencion del cancer, artritis, arteroesclerosis, disfuncion cerebral y disminucién

de procesos de aceleracion del envejecimiento (Cerdn et al., 2010).



2 Introduccién

El lulo es una especie que se encuentra en estado de domesticacion, que no ha
sufrido un proceso continuo de seleccidbn o de mejoramiento genético, con una
escasa oferta de genotipos mejorados (Lobo, 2006). El origen andino de este
frutal (Colombia, Ecuador y Perd) permite ubicar en estos paises la mayor
diversidad y variabilidad genética, con la mejor oferta ambiental; esta situacion
representa enormes ventajas para el cultivo, las cuales no se han aprovechado
en términos de generacion de tecnologia, enfrentando a los agricultores a
multiples problemas, entre ellos los fitosanitarios, que no permiten explotar el
potencial genético de la especie y que pueden causar la pérdida total de los

cultivos.

En Colombia, el lulo se cultiva en regiones de economia campesina tradicional en
un 74% y el 26% restante, en regiones de economia empresarial. La mano de
obra utilizada es 32% de tipo familiar, 24% contratada y en la modalidad de
familiar-contratada 44% (Franco et al., 2002). Los cultivos se ubican en zonas de
ladera, entre los 1200 hasta los 2800 msnm, siendo una alternativa potencial para
diversificar los sistemas de produccién de los agricultores ubicados en la zona
cafetera y en aquellas zonas donde se siembran cultivos ilicitos, ya que la
rentabilidad del cultivo esta muy asociada al uso de mano de obra familiar. Esta
especie tiene una presencia importante en los mercados nacionales, y
recientemente ha despertado el interés de los mercados internacionales; de
hecho en el afio de 2003, los Estados Unidos comenzaron a abrir sus puertas

para el mercado de frutas exéticas como el lulo (Asohofrucol, 2012).

El lulo en Colombia, es un factor estabilizador de la economia familiar campesina
de cerca de 9000 familias, genera empleo directo en el campo e indirecto a través
de la comercializacién, y es una especie importante en el desarrollo de la
industria de jugos y pulpas en el pais (Asohofrucol, Corpoica, Fondo nacional de
fomento hortofruticola, 2002; Franco et al, 2002). Las empresas procesadoras de
jugos ofrecen contratos de compra anticipada a los campesinos, pero se
evidencia una deficiencia en la oferta del producto para satisfacer las

necesidades locales. Esta deficiencia se ve parcialmente suplida con la



Introduccién 3

importacion de frutas de naranjilla o lulo provenientes de Ecuador; este producto
es de menor calidad que el lulo de Castilla de Colombia (Corporacién Colombia

Internacional, 2007).

Actualmente, la gran atencion del sector procesador de frutas esta enfocado
hacia el unico genotipo mejorado en el pais, el lulo “la Selva”, un hibrido
interespecifico desarrollado por Corpoica La Selva (Bernal et al., 2001). No
obstante, el mayor porcentaje de la produccion nacional estd dominado por el lulo
de Castilla, destinado para el consumo en fresco. Este lulo tiene caracteristicas
organolépticas muy apetecidas pero altamente variable en calidad, principalmente
debido a la falta de un paquete tecnolégico que involucre variedades y/o hibridos
mejorados, y practicas de propagacion vegetativa que contribuyan a un manejo

fitosanitario aceptable y sostenible.

Por su condicion de especie en proceso de domesticacion, la producciéon de lulo
es un desafio cientifico, debido a los innumerables problemas de tipo sanitario
gue presenta. Para que esta especie alcance su potencial productivo, es
necesario resolver primero, aquellos problemas inherentes a su sanidad (Lobo,
2000). La mayoria de los cultivares han mostrado ser susceptibles a problemas
limitantes de la produccién, como las enfermedades radiculares causadas por
Fusarium spp. y Meloidogyne spp, los cuales causan la muerte de la planta, en el
primer caso y debilitan la planta, reduciendo la vida util del cultivo y disminuyendo
su capacidad productiva, en el segundo (Betancourth et al., 2007; Angulo, 2006,
Corrales et al., 1999).

La amplia variabilidad y el caracter alégamo de la especie, hacen dificil la
implementacion de los métodos de fitomejoramiento tradicionales y su
sostenibilidad en el tiempo, si no se cuenta con herramientas que permitan
garantizar la multiplicacion de las plantas mejoradas, manteniendo alta fidelidad
genética. Estas herramientas son imprescindibles para que la clonacion, el
saneamiento de plantas, la crioconservacion de material vegetal o la

transformacion genética, se conviertan en biotecnologias de aplicacién (Celestino



4 Introduccién

et al., 2005).

La embriogénesis somatica es considerada la mejor herramienta para la
regeneracion de plantas de alto potencial, ya que contribuye con la produccion de
plantas transgénicas, con la multiplicacién clonal de cultivos de alta productividad,
calidad y con menor impacto de enfermedades; permite la conservacion de
genotipos élite y de la diversidad genética de una especie durante periodos
prolongados de tiempo (Celestino et al., 2005; Toribio et al, 2004; Merkle et al.,
1995; Litz y Gray, 1995; Preil, 1991).

Ademas, la embriogénesis somatica permite desarrollar un sistema celular apto
para la transformacion genética o para inducir variaciones genéticas in vitro, que
pueden dar origen a nuevos cultivares o genotipos, con caracteres agronémicos
deseables, como la resistencia a patégenos (Bhattacharya et al., 2010; Quainoo
et al., 2008; Qin et al., 2007; Desai et al., 2006).

Lo més importante de esta situacion, es el conocimiento y la comprension de los
mecanismos involucrados en la variaciébn somaclonal, para evitarla, en casos que
requieren fidelidad genética, como en la propagacién de plantas, conservacion de
germoplasma y transformacién genética, o para inducirla, en aquellos casos en

los que se la requiere (Cardone et al., 2010).

La investigacion sobre la aplicabilidad de técnicas biotecnoldogicas como la
embriogénesis somatica, en el mejoramiento y sostenibilidad de cultivos
colombianos no tradicionales y de amplia proyeccion, como el lulo, es de gran
importancia desde el punto de vista cientifico, social y econémico; cientifico, por
el conocimiento generado en una especie andina poco estudiada, social, por el
gran numero de familias campesinas de agricultura tradicional dedicadas a este
cultivo y econdémico por la proyeccion que puede dar al cultivo, al permitir una
mayor uniformidad de plantas con alto potencial productivo, o la posible obtencion
de materiales resistentes o tolerantes a los problemas limitantes del cultivo, con

variacion somaclonal inducida.

Segun el Plan Fruticola Nacional, en Colombia existian en el afio 2006, 6637 has
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sembradas en lulo y se estima un requerimiento de 10000 has adicionales para el
afo 2025. Si se tiene en cuenta que la productividad promedia nacional esta entre
6,0y 8,0 t.ha™ y que el potencial productivo de la especie es de 27 t. ha™ de fruta
fresca, la brecha tecnoldgica, estimada como la diferencia entre el rendimiento
potencial y el rendimiento obtenido actualmente por los agricultores, estaria
alrededor de 20 t. ha™; es decir, el agricultor deja de recibir en su finca, mas de

20 millones de pesos por hectarea (Tafur, 2006).

Esta situacion se puede atribuir a las grandes variaciones en calidad vy
productividad del lulo Castilla, originadas en gran medida, por la alta variabilidad
en las regiones geograficas donde se siembra el cultivo, variabilidad genética de
las poblaciones usadas por los agricultores, presencia de problemas fitosanitarios
limitantes de la produccion y por diferencias en los niveles tecnoldgicos aplicados
en el proceso productivo; las diferencias en productividad y calidad de los lulos
entre regiones productoras, no se pueden adjudicar a un factor determinado, pues
cada region cultiva lulos de diferente composicion genética (Centro Internacional

de Agricultura Tropical, 2007).

Como se describioé anteriormente, la gran problematica del cultivo de lulo se basa
en la ausencia de genotipos mejorados para cubrir los requerimientos del
mercado y de las condiciones edafoclimaticas, asi como la carencia de oferta de
material de propagacion genéticamente uniforme, con propiedades que
garanticen la productividad y calidad del producto y que presenten caracteristicas
de resistencia o tolerancia a los problemas sanitarios mas limitantes, relacionados
principalmente con hongos, bacterias y neméatodos, cuyo control es costoso y
basado en el uso de fumigantes de alta residualidad en el suelo; solamente la
interaccion Fusarium sp. y Meloidogyne spp., puede causar pérdidas que van
desde 30% hasta la pérdida total del cultivo (Betancourth et al., 2007).

En consecuencia, para satisfacer la demanda nacional y posicionar la fruta en el
contexto internacional, no es suficiente con el incremento de areas de siembra; se
requiere ademas, utilizar nuevas tecnologias y generar conocimientos para la

obtencién de genotipos de alto desempefio, que cumplan con las condiciones de
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calidad y sanidad, bajo los conceptos de sostenibilidad. El nivel de interés y la
demanda nacional e internacional de esta fruta, en fresco y procesada, ameritan
un esfuerzo de investigacién sostenido, orientado al desarrollo de variedades y/o
hibridos, que permitan incrementar los promedios nacionales, aplicando sistemas
de produccion amigables con el ambiente y con sistemas de propagacion masiva
gue garanticen la disponibilidad de plantas de los materiales mejoradas con alta

calidad sanitaria y vigor.

Este estudio se propuso como objetivo general, estudiar la regeneracion de
plantas de lulo (Solanum quitoense Lam.) mediante la induccion y andlisis de la
embriogénesis somatica, para obtener una metodologia apropiada y orientada a
la propagacion clonal de genotipos superiores. Los objetivos especificos

propuestos fueron:

1.- Evaluar el efecto de diferentes combinaciones hormonales, explantes y
condiciones de incubacién sobre la induccion de embriogénesis somatica en lulo
S. quitoense var. septentrionale (con espinas) y S. quitoense var. quitoense (sin

espinas).

2.- Determinar la magnitud de la variabilidad somaclonal inducida por efectos del
proceso de embriogénesis somatica y del nimero de subcultivos o grado de

recurrencia.



1.Marco tedrico

1.1 El lulo (Solanum quitoense Lam.). Generalidades

El lulo o naranjilla pertenece a la familia Solanaceae, la cual comprende
aproximadamente 3000 especies, la mayoria americanas, caracterizadas por sus
altos contenidos de alcaloides; representan una familia de gran importancia
econdmica, ya que especies como la papa (Solanum tuberosum.), el tabaco
(Nicotiana tabacum) y el tomate (Lycopersicon esculentum) son importantes
cultivos a nivel mundial, mientras que otras especies son utilizadas en la industria
farmacéutica por sus altos contenidos de metabolitos, principalmente alcaloides,
como el borrachero (Datura stramonium), la belladona (Atropa belladona), la
mandragora (Mandragora autumnalis) y el belefio negro (Hyoscyamus niger)
(Salinas, 2001).

A nivel nacional, especies originarias de los andes como el lulo (Solanum
guitoense Lam), tomate de arbol (Cyphomandra betacea (Cav) Sendt.) y uchuva
(Physalis peruviana L.), representan un gran potencial por la aceptacion que han
tenido en los mercados internacionales y por ser alternativas viables en zonas de
conversion de cultivos ilicitos. En el Plan Fruticola Nacional, Colombia resalta la
importancia de impulsar estos nuevos cultivos y propone ampliar el area de

siembra y la productividad, mediante su tecnificacion (Tafur, 2006).

El conocimiento del lulo es relativamente escaso, por tratarse basicamente de
plantaciones de economia campesina tradicional (74%), ubicados en zonas de
ladera, con pocas posibilidades de tecnificacidon y mano de obra familiar (Franco
et al., 2002); EI bajo nivel técnico de los productores y los sistemas de cultivo
empleados, han ocasionado problemas de deforestacion y bajos ingresos, lo cual

hace necesario replantear las tecnologias existentes en el pais, para evitar los
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problemas ambientales que se estan generando en las regiones productoras,

ademas de maximizar los ingresos de los cultivadores.

En general, se puede afirmar que el lulo es una especie semisilvestre no
domesticada, ya que presenta algunas caracteristicas propias, como una gran
cantidad de semillas en el fruto, presencia de espinas en tallos, ramas y hojas,
semillas con dormancia y latencia, presencia de antocianinas y de tricomas en los
frutos, asi como la arquitectura dispuesta para una mayor captacion de radiacion
(Angulo, 2006; Gomez et al., 1999).

El lulo es originario de los bosques humedos subtropicales de Peru, Ecuador y
Colombia, localizados en las vertientes andinas entre los 1200 y los 2500 msnm.
No produce polen fértil en zonas templadas y esta es una gran ventaja para el
cultivo del lulo en el trépico (Angulo, 2006). S. quitoense es una especie diploide
gue presenta un nuamero cromosomico somatico de 2n=2x=24 y un normal

apareamiento cromosémico en meiosis (Vivar y Pinchinat, 1970).

Colombia cuenta con ofertas ambientales 6ptimas para el desarrollo del cultivo
pero no se ha hecho uso de su variabilidad y biodiversidad genética (Angulo,
2006). A pesar de esto, la especie ha tomado gran importancia como un cultivo
potencial y promisorio, debido a su valor nutritivo y a sus propiedades diuréticas
y tonificantes, caracteristicas que le confieren grandes posibilidades
agroindustriales (Asohofrucol, Corpoica y Fondo Nacional de Fomento
Hortofruticola. 2002.); también se ha convertido en una fruta de exportacion,

apetecida en los mercados nacionales e internacionales (Lobo y Medina, 2000).

En el aflo 2003, los Estados Unidos comienzan a abrir sus puertas para el
mercado de frutas exdticas como el lulo (Tafur, 2006), lo cual lo convierte en un
producto rentable en expansion. A pesar de esto ha recibido poco apoyo del
sector publico con relacion a otros productos agricolas (Heiser y Anderson 1999),
por lo que los agricultores se ven enfrentados a sistemas productivos artesanales,

con mal manejo de problemas fitosanitarios, bajos rendimientos, uso desmedido
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de agroquimicos y falta de variedades resistentes (Corporacion Colombiana

Internacional, 2007).

En general, el cultivo de lulo se encuentra en zonas cafeteras, es de caracter
minifundista y el promedio de plantas por agricultor no sobrepasa las 1000
plantas. Los niveles tecnoldgicos son limitados, no se realizan andlisis de suelos y
las fertilizaciones se hacen en forma empirica, segun criterios individuales; el
riego se realiza generalmente con sistemas rudimentarios por aspersion (Mufioz,
2011).

Los departamentos de Huila, Valle del Cauca, Santander, Cauca, Boyac4, Tolima
y Narifio, son los principales productores; el area nacional sembrada para el afio
2011 fue de 5.469 has., con una produccion de 50.342 toneladas Yy un
rendimiento de 9.2 ton/ha, comparado con el afio 2008 que presenté un area
cultivada de 5.772 has con una produccion de 46.296 ton y un rendimiento de 8.0
ton/ha (Agronet 2011).

En cuanto a la industria, hay una oportunidad en la elaboracion de productos mas
especializados como jugos y conservas, lo que le da un valor agregado y por
ende, una mayor remuneracion por ser productos que pueden ser
comercializados en los mercados de Estados Unidos, Union Europea, Canada,

entre otros (Universidad de Antioquia, 2007).

Autores como Muioz (2011), Tafur (2006), Lobo y Medina, (2000), han visto la
urgente necesidad de tecnificar el cultivo con miras a lograr la calidad y los
volumenes requeridos para emprender la apropiacion de mercados importantes
en EEUU y en la CE principalmente; esta tecnificacion de los cultivos debe ir de la
mano de programas de mejoramiento genético, orientados a buscar tolerancia a
los principales problemas sanitarios que tornan incierta su rentabilidad, como
Fusarium sp., Phythophtora sp., Meloidogyne sp., conservando o mejorando la
calidad de la fruta y la productividad (Corrales et al.,, 1999; Angulo, 2006;
Betancourth et al., 2007).
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1.2 Caracteristicas de la planta de lulo

Segun Mufioz (2011) el lulo es una planta que, bajo las actuales condiciones de
cultivo, es altamente susceptible a multiples problemas de indole sanitario que
afectan su calidad y que, en algunos casos, producen la pérdida total de la
produccion; por esta razén, los cultivadores hacen uso de todas las medidas
posibles para limitar su presencia, medidas de tipo cultural, fisico y quimico,
generalmente orientados por técnicos, cuyo objetivo principal es la venta de

productos, no siempre efectivos.

La planta de lulo posee una raiz pivotante, con un alto porcentaje de raices
fibrosas superficiales. Su raiz principal presenta una profundidad de 40 a 50 cm.
El tallo es semilefioso, cilindrico y suculento que en su juventud es verde y tierno
y que se transforma en un tallo lefioso de color café en su fase adulta. Algunos
genotipos poseen gran cantidad de espinas (S. quitoense var. septentrionale)
mientras que otros son lisos o con vellocidades suaves (S.quitoense var.
quitoense); el lulo del Ecuador es sin espinas, mientras que el de Colombia
presenta espinas (Denis et al., 1985). Tiene una fuerte tendencia a emitir tallos
basales. Las hojas son palmeadas, elipticas, alternas, con un angulo de insercién
hacia abajo que le permite una mayor exposicién luminosa y segun el genotipo,
con gran numero de espinas, con un peciolo carnoso que mide por lo menos 10
cm., sus nervaduras son prominentes, de color morado o violaceo (Angulo, 2006;
Franco et al., 2002; Sahaza y Henao, 2001; Gomez et al., 1999).

El fruto de lulo conserva un caliz persistente, redondo o aovado, con un diametro
de 4 a 8 cm., con dos lobulos separados por membranas y llenos con pulpa de
exquisito aroma, de color verde o amarillenta, muy jugosa, desde &cida a
suavemente acida (pH desde 3,5 a 5,0), con cierto parecido a la pifia o al limon.
El exocarpio esta cubierto de tricomas de color amarillo o rojizo, faciles de
eliminar en la cosecha, corteza susceptible a los golpes, amarilla en la madurez.

Posee abundante niumero de pequefias semillas (400 a 1000 semillas/fruto), de
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forma lenticular y de color crema (Denis et al., 1985; Franco et al., 2002; Gomez
et al., 1999; Lobo et al., 1983; Sahaza y Henao, 2001).

El tiempo de cosecha puede variar entre los 10 meses y 12 meses, dependiendo
de la temperatura media de la zona de cultivo (Gobernacion del Huila y Secretaria
de Agricultura y Mineria, 2006); esta actividad se realiza a mano cuando la fruta
estd en estado pintbn a maduro (Categoria 3-5 Norma NTC 5093) y es el
comprador quien fija el precio basado en una clasificacion por integridad fisica y

tamafio, que él mismo realiza en el sitio de compra.

Considerando que el lulo es una planta totalmente aldgama (Angulo, 2006), la
definiciébn de técnicas orientadas a la multiplicacibn masiva de genotipos élite
logrados en los procesos de mejoramiento es determinante; estas técnicas,
igualmente pueden facilitar y acelerar los procesos mismos de mejora de plantas.
Basicamente, las técnicas de multiplicacion del lulo deben tener caracteristicas de

fidelidad genética y alta capacidad multiplicativa para reducir los costos.

1.3 El cultivo de tejidos in vitro como método de
regeneracion de plantas.

La produccion de plantas de lulo, hoy en dia se hace casi que exclusivamente por
via sexual, con semillas extraidas de frutos seleccionados por los mismos
agricultores; algunos pocos productores, recurren a la propagacion asexual por
medio de estacas, con los problemas de baja eficiencia y de transmision de
enfermedades que ello implica; ademas, la utilizacion de plantas producidas in
vitro, es una practica que se impone en la instalacién de cultivos comerciales a

nivel empresarial (Mufioz, 2011).

Con el sistema de propagacion asexual se genera, a partir de una planta madre,
otra planta con idénticas caracteristicas genéticas, fijando en un solo paso, todo
el potencial genético de las plantas propagadas. Este proceso es de gran utilidad
en el mejoramiento de plantas por la disminucion en los tiempos de produccion y

por la uniformidad entre los individuos producidos (Park, 2002).
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El rapido desarrollo de técnicas de propagacion asexual de plantas in vitro, ha
permitido su aplicacion en la multiplicacion clonal y regeneracion vegetal, a partir
de diferentes tipos de explante, diferentes drganos, de genotipos distintos y con
una eficiencia altamente superior a las metodologias tradicionales. Las técnicas
de cultivo in vitro de plantas, consisten en cultivar porciones de tejido de una
planta llamados explantes, en recipientes cerrados que contienen medios
nutritivos estériles, bajo condiciones controladas de luz y temperatura (Bonga y
Park, 2003).

Estas técnicas de tejidos han permitido desarrollar varias tecnologias con la
finalidad de regenerar plantas, con fines de mejoramiento (Toribio et al., 2004);
este es el caso de la micropropagacion, que presenta grandes ventajas con
relacion a los métodos tradicionales, como la rapidez de multiplicacion in vitro,
regeneracion de plantas en un medio libre de plagas y enfermedades, menores
requerimientos de energia y areas de propagacion, posibilidad de produccion
durante todo el aflo y alta calidad de las plantas producidas. Sin embargo,
también presenta serios problemas relacionados con la dificultad multiplicativa
gue pueden presentar algunas especies, posibles variaciones genéticas por el
uso de hormonas o por los sucesivos subcultivos del material vegetal, ademas de

los costos de produccion (Hernandez, 2007).

Segun Celestino et al., (2005) la regeneracion de plantas a partir de células o
tejidos, se puede considerar como el elemento central de la biotecnologia vegetal,
es lo que da sentido agronémico a otras facetas de la biologia celular o molecular.
Poseer una técnica apropiada de regeneraciéon de plantas, es de gran
importancia, para que los procesos de clonacion, limpieza sanitaria de plantas,
conservacion de germoplasma o transformacién genética puedan ser aplicables

(Engelmann et al., 1997).

La multiplicacion de plantas por medio del cultivo de tejidos, es posible gracias a
la totipotencialidad de las células, enunciada por primera vez por Haberland en el

afo 1883, lo cual las hace capaces de generar nuevos individuos, sin necesidad



Marco teérico 13

de una fusion de células sexuales, con la caracteristica de que los hijos poseen la
misma informacién genética de la madre (clones) (Arnold, 2008; Hernandez,
2007).

Aunque la condicion de totipotencialidad es caracteristica de las células
meristematicas, las células diferenciadas también tienen la capacidad de producir
nuevos individuos, mediante procesos inducidos de desdiferenciacion. Durante
este proceso, las células pierden sus caracteristicas de especializacién adquiridas
y se convierten en células de tipo meristematico, las cuales deben rediferenciarse

para la regeneracion de plantas (Celestino et al., 2005; Vasil, 1983).

Los procesos de desdiferenciacion se dan al colocar células diferenciadas en
medios de cultivo enriquecidos con fitoreguladores y bajo condiciones
ambientales propias de cada especie en particular, dando lugar a la formacion de
grupos amorfos de células indiferenciadas (callos), capaces de originar 6rganos o
embriones somaticos, segun sea la composicion del medio y las relaciones entre
diferentes reguladores (organogénesis y embriogénesis indirecta); igualmente, la
formacion de 6rganos (organogénesis) o de embriones somaticos (embriogénesis
somatica) puede darse sin la formacion previa del callo (organogénesis y

embriogénesis directas) (Feher et al., 2003; Costa et al., 2000).

La totipotencialidad celular es clave en el desarrollo de plantas genéticamente
modificadas o transgénicas. Una vez realizada la transformacion, ya sea por
Agrobacterium o por el método de biobalistica, el paso siguiente es el cultivo in
vitro, con el fin de obtener, a partir del explanto inicial transformado, plantulas que

lleven el transgén en todas sus células (Magioli y Mansur, 2005).
1.4 Embriogenesis somatica

La embriogénesis soméatica puede considerarse como la formacién de un embrién
a partir de una célula individual o de un agregado celular sin fusion de gametos
(Merkle et al., 1995). Segun Arnold (2008), la embriogénesis somética es un

proceso mediante el cual las células somaticas se diferencian en embriones
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somaticos, que son bipolares y morfolégicamente semejantes a los embriones
cigobticos; este fendbmeno puede ocurrir en la naturaleza como una forma de

apomixis o embrionia adventicia.

A pesar de que los procedimientos para obtener embriogénesis somatica se han
descrito para un gran numero de especies (Tisserat et al., 1979; Krishnaraj y
Vasil, 1995), la induccion y la regeneracion de plantas, no alcanzan aun la
eficiencia requerida para la mayoria de estas especies, a pesar de que se
considera como el método potencialmente més eficiente para la clonacién masiva
de plantas in vitro, por la naturaleza bipolar del embrion, facilidad de
automatizacion del proceso, los altos indices multiplicativos en cortos periodos de
tiempo y por la posibilidad de encapsular las estructuras, para producir las
denominadas semillas artificiales que pueden ser crioconservadas mas facilmente
gue las estructuras organogénicas (Redenbaugh, 1986; Skirvin et al., 1993;
Bonga y Park, 2003).

La investigacion en embriogénesis somatica posee multiples aplicaciones. Segun
Ji et al (2011) puede tener aplicaciones en ingenieria genética, conservacion de
germoplasma, produccion rapida de plantas mejoradas, semillas artificiales,
rescate de embriones cigo6ticos hibridos, induccién de cultivos de células
somaticas hibridas, produccion de haploides, triploides, seleccién individual de
células con mutaciones inducidas y en fitomejoramiento mediante la seleccién de
nuevos genotipos obtenidos mediante procesos de transformacion genética
(Campbell et al., 2003), clonacién y conservacion de genotipos singulares,
aspectos que pueden dar una idea de la importancia economica de la

investigacion en embriogénesis somatica sobre la produccion.

La principal desventaja de la embriogénesis somatica es el desconocimiento de
los condicionantes del proceso en cada una de las especies de interés (Arnold,
2008), que impide la obtencion de protocolos eficientes para la obtencion de

embriones somaticos y regeneracion de plantas.
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1.5 Factores que afectan la embriogénesis somética

La gran dificultad para lograr la estandarizacion de los procesos embriogénicos
radica en la cantidad de factores que pueden incidir en el comportamiento de un
explante. Factores como el genotipo, caracteristicas del explante, grado de
diferenciacion, el método de cultivo, composicion del medio de cultivo, densidad
de inéculo, luminosidad y fotoperiodo, temperatura, volumen de aire del
contenedor, pueden generar respuestas diferentes aun dentro del mismo
genotipo, lo cual dificulta enormemente alcanzar altos niveles de eficiencia en

este proceso (Arnold, 2008; Bodhipadma y Leung, 2002).

El genotipo es tal vez el factor mas importante en la definicion de un proceso
embriogénico junto con las interacciones con el tipo de explante, igual que en el
caso de la organogénesis (Kantharaj y Golegaonkar, 2004); ademas, la
frecuencia de la embriogénesis soméatica puede ser muy diversa por causa de la
variacion genotipica, aun dentro de un mismo género y especie (Ji et al., 2011).
Estas diferentes respuestas son heredables y estan controladas por genes
localizados en mitocondrias y cloroplastos y por genes nucleares, como lo
demostraron Ohki et al., (1978) con hibridos reciprocos de tomate (Lycopersicon
esculentum) y se deben a los diferentes requerimientos de reguladores y al tipo
de explante. Estas afirmaciones fueron comprobadas por Davis et al., (1994)
cuando demostraron que el cultivar Better boy puede regenerarse solamente a
partir de hipocotilos, mientras que el cultivar Spring Giant lo hace con explantes

de hipocotilo y de cotiledones.

Bodhipadma y Leung (2002) demostraron la respuesta diferencial de cuatro
cultivares de Capsicum annuum a tratamientos de induccidbn embriogénica
utilizando como explantes embriones cig6ticos y con adicién de 2,4-D al medio de
cultivo; la respuesta genotipo dependiente del pimentén, fue confirmada por
Koleva-Gudeva et al., (2007) en la produccion de plantas mediante

embriogénesis somatica, utilizando anteras como explantes.
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En berenjena, Rao (1992) demostré respuestas varietales diferentes para obtener
los 6ptimos de embriogénesis somatica inducida con ANA, igual lo hicieron Ali et
al (1991) utilizando un medio suplementado con 2,4-D; estos autores observaron
gue S. melongena var. Insanum y sus hibridos F1 presentaban buena capacidad
embriogénica pero S. gilo, S. interfolium y sus hibridos F1 con S. melongena no

producian callos embriogénicos.

En un ensayo realizado por Gill et al., (1995) con siete genotipos de tomate
(Lycopersicon esculentum), para inducir la embriogénesis somatica directa
mediante la germinacion de semillas en un medio enriquecido con BAP, se
observaron diferencias en las frecuencias de embriogénesis de los genotipos
entre 50% y 96%.

El estado fisiologico y las caracteristicas del explante son otro factor importante
en la frecuencia embriogénica de un explante; puede afirmarse, que como regla
general, los tejidos con mayor metabolismo y menor grado de diferenciaciéon, son
mas inducibles para embriogénesis somatica (Ji et al, 2011); asi, las capas
epidermales de hipocotilos y los embriones inmaduros son los mas propensos a
producir embriones somaticos en girasol (Huang et al, 2007; Jeannin y Hahne,
1991). Cuando se utilizaron explantes de partes florales de feijoa (Feijoa
sellowiana), solamente aquellas zonas embriogénicas provenientes de

estambres, tuvieron la capacidad de originar plantulas (Stefanello et al., 2005).

En Hibiscus safdariffa, Sié et al., (2010) demostraron que los explantes de
hipocotilo y cotiledones fueron mas eficientes para la induccion de embriogénesis
somatica que aquellos provenientes de raices. En Capsicum annuum, Kintzios et
al. (2000), encontraron que las hojas del tercero, segundo y primer nivel de la
plantula se inducen por igual, aunque se observan diferencias en la produccion de

embriones globulares, siendo superiores las del primer nivel (distales del apice).

Igualmente, cuando los explantes son hojas, es importante tener en cuenta la
posicion de la hoja con respecto al medio de cultivo. En algunas plantas como la

fresa, Malus domestica y Malus pumila, se presenta una mejor respuesta
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organogeénica si el explante foliar se coloca de manera adaxial en contacto con el
medio (Arnold, 2008); en Solanum aviculare la respuesta embriogénica fue mejor
cuando se puso la superficie adaxial en contacto con el medio (Gahan et al.,
1994), aunque respuestas contrarias se observaron en Populus, el cual presento
mayor actividad embriogénica cuando los explantes foliares se colocaron
abaxialmente sobre el medio (Park y Son, 1988), tal como sucedi6 en estudios de
embriogénesis somética con explantes foliares de soya. Segun lo manifiestan
Hepher et al., (1988) y Gahan et al. (1994), esta respuesta dependera de la
capacidad de transferencia nutricional y hormonal del tejido expuesto hacia los

tejidos internos del explante.

En cuanto al medio de cultivo y su composicion, existen diferentes medios cuya
eficiencia en la frecuencia embriogénica depende del genotipo, el tipo de explante
y la especie vegetal (Ji et al., 2011). Hay muchos factores relacionados con el
medio de cultivo que pueden interactuar con la embriogénesis somatica. Un
estudio realizado por Triqui et al. (2008), encontr6 diferencias en cuanto al agente
gelificante del medio, siendo superior el agar comparado con el gelrite en la
frecuencia embriogénica de Ipomoea batatas; esta respuesta se atribuyé a la
mayor disponibilidad de agua en el gelrite y a sus altos contenidos de Ca, Fe, Ky
Mg.

El factor mas importante en cuanto a los agentes solidificantes parece ser, segun
Owens y Wosniak (1991), su disponibilidad hidrica, determinada por el potencial
matrico del gel; estos autores encontraron grandes diferencias en el numero de
embriones somaticos y de tallos de remolacha utilizando diferentes geles, pero
cuando ajustaron las concentraciones de éstos para obtener un potencial matrico
similar, el nimero de embriones somaticos y de tallos obtenidos fue similar con
bactoagar (0.7%), HGT agarosa (0.46%), phytagar (0.62%) y gelrite (0.12%).

Los medios liquidos, sin agente solidificante, son otro sistema importante de
cultivos in vitro que presenta algunas ventajas respecto al medio semisolido,

como la dispersién de metabolitos toxicos y la prevencion de la pérdida de
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nutrientes alrededor del explante. Sin embargo, estas ventajas dependen del tipo
de explante y sobre todo del objetivo del cultivo; estos medios se utilizan para
cultivo de protoplastos, células o raices, para la produccién de metabolitos, en
las fases proliferativa y de maduracion de embriones somaticos, en la produccion

de microtubérculos y de proliferacion de tallos (Arnold, 2008).

El pH es otro factor relacionado con el medio y que tiene gran influencia en el
cultivo de tejidos, ya que determina la accequibilidad y absorcion de nutrientes y
reguladores, afecta las reacciones quimicas y la gelificacion del agar. En la
embriogénesis somatica se presume que una funcion del nitrgeno amoniacal es
reducir el pH para facilitar la absorcion de nitratos, determinantes para el proceso
embriogénico (Arnold, 2008). La embriogénesis somatica de Ostericum koreanum
depende fuertemente del pH; cuando Chen y Chang (2000) cultivaron
continuamente explantes foliares con ANA, observaron fenbmenos relacionados
con la toma diferencial del fitorregulador, sugiriendo que la baja velocidad de
desarrollo de embriones se da por pH bajos que se originan por la alta
concentracion interna de ANA.

Otros cultivos son afectados positivamente cuando se los inicia con pH bajos,
indicando que los explantes inicialmente presentan requerimientos de NOg; la
embriogénesis de Pelargonium fue inducida mas eficientemente con MS u otro
medio de cultivo, cuando se ajustaron sus pH entre 4.5 y 5.0 antes de la

autoclavada (Marsolais et al., 1991).

Ilgualmente se han encontrado efectos diversos de la fuente de azlcar contenida
en el medio de cultivo, sobre el comportamiento de una especie (Daigny et al.,
1996). En Morus alba, Agarwal et al. (2004), encontraron que la sacarosa al 6%
fue mas efectiva que la glucosa, maltosa y fructosa, al producir mayores
porcentajes de embriogénesis somatica (80,45%), debido a que las altas
concentraciones de azucar producen estrés osmaotico, mejorando asi los

procesos embriogénicos. Wetherell (1984) considera que los efectos producidos
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por el azacar 0.1M o el sorbitol, se deben a la plasmdlisis de las células del callo

gue hace que se rompan los plasmodesmos y se separen.

Las condiciones de estrés pueden inducir de igual manera un incremento en la
sintesis de poliaminas que mejoran la sincronia y eficiencia de los procesos
embriogénicos (Litz, 1986; Bardley et al., 1984); ademas de su caracter osmotico,
los azlcares proveen de energia y son fuente de carbono en el proceso de la

embriogénesis somatica.

Bodhipadma y Leung (2002) evaluaron el efecto de los azlucares sacarosa,
maltosa, fructosa y glucosa, sobre la embriogénesis somatica del pimentdn
(Capsicuum annuum) y comprobaron que solamente se formaron estructuras
embrionarias con sacarosa y maltosa, utilizando embriones zig6ticos inmaduros

como explantes.

La presencia y combinacion adecuada de fitorreguladores, es otro factor
determinante en un proceso de embriogénesis somatica, lo cual se ha observado
en todas las especies estudiadas hasta hoy; en la mayoria de los casos, una
relacion adecuada de auxinas y citoquininas es requerida para el éxito del
poroceso embriogénico. El 2,4-D es, segun Jimenez (2005), el mas importante
fitorregulador inductor de embriogénesis somatica con un 49% de frecuencia de
uso; se utiliza ampliamente en la generacion de plantas horticolas como el zapallo
(Cucurbita pepo) (Leljak-Levanic, 2004), especies de Dianthus (Karami et al.,
2006; Pareek y Kothari, 2003), Mel6n (Cucumis melo L. var cantalupensis) (Guis
et al., 1997, Filipecki et al., 1997), Cucumis sativus (Lou y Kako, 1995), Psidium
guajava (Rai et al., 2007; Vilches et al., 2002), Vitis vinifera (Olah et al., 2009),
Cyclamen persicum (Jalali et al.,, 2010), Plantago major y Plantago hirtella
(Gonzalez et al., 2006), Ipomoea batatas (Triqui et al, 2008), Oncidium ( Jheng et
al.,, 2006), Feijoa sellowiana (Stefanello et al., 2005), Zea mays (Hernadez-
Garcia et al., 2007), Panax ginseng (Choi et al., 1998), Coriandrum sativum

(Murthy et al, 2008), entre muchos otros.
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Otra auxina de amplios resultados en la generacién de embriogénesis somética y
gue se aplica en un 29% (Jimenez, 2005) es el ANA, como lo confirman los
trabajos realizados por Mir et al. (2008), Magioli y Mansur (2005), Hitomi et al.,
(1998), en berenjena, Livadariu (2009) en remolacha roja, Seo et al., (2007) en
clavel y en general en plantas dicotiledoneas de caracter lefioso, como lo
confirman Toribio et al., (2004), Hernandez et al., (2003), Pinto et al., (2002) y
Cuenca et al., (1999). Sin embargo, ademas del 2,4-D y ANA, utilizados para
inducir embriogénesis somatica en muchas especies, otros fitoreguladores
pueden ser eficientes en la induccién de la embriogénesis somatica, como sucede
con el AIA en citricos, en gladiolo (Stefaniak, 1994) y en papa (Seabrook y
Douglas, 2001), el Picloram en banano (Ji et al., 2011), en aguacate (Marquez-
Martin, 2003) y en garbanzo (Dineshkumar et al., 1995), el TDZ en rosa (Li et al.,
2002), en guandul (Singh et al., 2003) y muchos mas reguladores, cuya eficiencia

depende principalmente del genotipo.

La intensidad de iluminacién, asi como su duracidon son también importantes
factores que inciden en el proceso de embriogénesis somatica; la induccién y
crecimiento de callos de algunas especies, puede iniciarse en la oscuridad para
ser trasladados a condiciones de luz cuando se requieren procesos de
morfogénesis. Seibert et al., (1995) comprobaron que la combinacion de longitud
de onda y duracion de la iluminacién, son muy importantes para la iniciacion de
callos y procesos de morfogénesis, como sucede en tabaco, en donde se
estimulé el crecimiento calloso en la oscuridad y la formacion de brotes en zonas

cercanas al UV (371 nm) con muy baja intensidad (90 lux).

Segun Nato et al.,, (2000), durante su crecimiento y desarrollo, las plantas
responden a estimulos; ejemplos claros son los estimulos luminosos y los
hormonales que son canalizados a través de la traduccion de sefiales realizada
por receptores transmembranales, sefiales externas que se traducen en cambios
metabdlicos internos. Estos procesos son de caracter altamente conservado en la

evolucion vegetal. Durante la embriogénesis somatica del trigo, los autores
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identificaron un posible modelo de traduccién que involucra la movilizacion de

proteinas de la familia de las arrestinas, proteinas G y NDPK (Nato et al., 2000).

1.6 Fases de la embriogénesis somatica

Arnold (2008) propone cinco fases que ocurren dentro del proceso de la
embriogénesis somatica: 1.- Induccion de células embriogénicas mediante el
cultivo del explante primario en un medio con reguladores (generalmente auxinas)
y en algunos casos con requerimiento de citoquininas; 2.- fase de proliferacion del
cultivo embriogénico en el mismo medio de la fase de induccion; 3.- Inhibicién de
la fase proliferativa para dar lugar al inicio del desarrollo de los embriones,
mediante una reduccion drastica o eliminacién del regulador en el medio de
cultivo; 4.- Fase de maduracion de los embriones mediante la incorporacion de
ABA o0 de un regulador del potencial osmoético y 5.- Regeneracion de plantas
(Arnold, 2008).

1.6.1 Fase de induccidn

Todas las células somaticas contienen toda la informacién genética necesaria
para dar origen a una planta completa. En la embriogénesis somatica, debe
presentarse un cambio en el patrébn de expresidon genética actual, por un
programa de expresion genética que origine la embriogénesis somatica, lo cual se
conoce como desdiferenciacion; un mecanismo probable de esta regulacion
genética es la metilacion del ADN que es influenciada por la accion de auxinas o
promotores de crecimiento (Arnold, 2008; Lo Schiavo et al., 1989). Chakrabarty et
al., (2003) determinaron los cambios ocurridos en la metilacién del ADN durante
la induccibn de embriogénesis somatica de Eleuterococcus senticosus y
demostraron una menor tasa de metilacién en callos embriogénicos comparada
con la metilacion sufrida en callos no embriogénicos. Consideran los autores, que
la metilacion del ADN es un mecanismo regulador de la expresion genética

durante el proceso de embriogénesis somatica.
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En términos fisioldgicos, las auxinas parecen ser las responsables de la induccion
embriogénica, aunque los mecanismos especificos son todavia poco conocidos.
En principio, se puede afirmar que la auxina, inhibe algunos supresores de
embriogénesis somatica (Choi et al., 2001; Cooke et al., 1993), aunque autores
como Raghavan (2004), afirman que su primera funcién es la formacion de callo.
En la regulacion de los procesos embriogénicos estan involucrados los factores
de transcripcion LEC (Leafy Cotyledon TFs), que actualmente se utilizan en la
definicion de los mecanismos moleculares relacionados con las fases de

induccién y maduracion de la embriogénesis somatica.

En la fase de induccién se presenta la acumulacion de células que forman masas
proembriogénicas (PEMs); segun Duditis et al., (1995), solo unas pocas células
del explanto inicial, son competentes para la inducciébn embriogénica, debido
posiblemente a diferentes niveles de sensibilidad celular a la auxina o a la
presencia de receptores de auxinas responsables de la division celular y del
crecimiento asimétrico, que dan origen a estructuras embriogénicas (Lo Schiavo,
1994).

Segun Raghavan (2004), las auxinas parecen ser la llave universal de induccion
de la embriogénesis somatica, aunque los mecanismos moleculares no estan
bien definidos; en el inicio de la embriogénesis cigoética, la polaridad del embrién
se da por diferencias en los contenidos celulares de auxinas, lo cual posiblemente
ocurre en la embriogénesis somatica. Igualmente, la presencia de inhibidores
auxinicos suprime la embriogénesis somatica (Cooke et al., 1993), aunque
algunos autores han sugerido que el papel principal de la auxina en la
embriogénesis somatica de Arabidopsis a partir de embriones cigéticos es

estimular la formacién de callo.

Se ha demostrado que existe una estrecha relacion entre la induccion de la
embriogénesis somatica y la expresion del gen LEC (Leaf cotyledon); la expresion
externa de los genes LEC1 y LEC2 induce embriogénesis somatica en ausencia

de tratamientos exdgenos de auxina o de inductores de estrés y su expresion es
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observada en todos los tejidos que estan sometidos a procesos de embriogénesis
somatica (Lotan et al., 1998), lo cual demuestra que los factores de transcripcion
de los genes LEC (LEC TFs) son necesarios y suficientes para crear un ambiente
celular que permita el desarrollo embriogénico (Braybrook y Harada, 2008).

Krassimira et al., (2002) identificaron dos genes responsables de procesos
embriogénicos somaticos en Dactylis glomerata y los denominaron como DGE1 y
DGE2, genes que no se presentan en cultivares no embriogénicos y que

posiblemente presentan acciones de regulacién funcional a nivel de nucleo.

Las bases moleculares de las respuestas diferenciales de cultivares de Solanum
melongena en la induccidbn embriogénica, fueron estudiadas por Afele et al.,
(1996). Los autores encontraron que el cultivar “Wase Shinkuro” produjo callo
embriogénico capaz de producir embriones soméaticos mientras que el
“‘Kumamoto Naga” tratado en igualdad de condiciones no produjo embriones
somaticos; el estudio de este comportamiento diferente mostré variaciones en los
productos de la PCR de cada genotipo durante el proceso de induccién
embriogénica, indicando que este proceso puede estar determinado por

diferencias en la expresion del mARN

1.6.2. Fase de proliferacién
Una vez formadas las células embriogénicas, continua su proliferacion,
formandose masas celulares conocidas como PEMs (Proembryogenic masses);
la proliferacién de las PEMs requiere de la auxina, pero ésta es inhibitoria de su
transformacién en embriones somaticos (Filonova et al., 2000; De Vries et al.,
1988; Nomura y Komamine 1985).

El potencial de un cultivo embriogénico para multiplicarse indefinidamente es un
aspecto de gran importancia en especies que requieren una multiplicacion masiva
o transferencia de genes (Merkle et al., 1995). La fase proliferativa esta
influenciada por muchos factores, algunos de los cuales son desconocidos, pero
la presencia de auxinas o de otro regulador de crecimiento, es el factor que mas

se asocia con la proliferacion de células embriogénicas; Halperin (1967) y Gleddie
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et al.,, (1983), afirman que el factor hormonal, no puede desligarse de otros
factores importantes como la concentracion de nitrégeno, con el cual hay

interdependencia.

1.6.3. Fase de Inhibicion de la fase proliferativa

Comprende una etapa de transicion entre el cultivo en proliferacion y el desarrollo
del embridn; la suspension de la proliferacion es el primer paso y permite que los
embriones alcancen un adecuado desarrollo antes de iniciar su maduracion, lo
cual se logra transfiriendo el cultivo embriogénico a un medio sin el promotor
hormonal, con el objeto de inhibir los genes que bloguean el paso de un embrién
globular a la forma corazén (Zimmerman, 1993).

1.6.4. Fase de maduracion de los embriones somaticos

Durante la fase de maduracién, los embriones incrementan sus reservas y
adquieren forma propia, ademas de adquirir tolerancia a la desecacion; sus
caracteristicas son muy similares a las del embrion cigético, aunque las
cantidades de reservas y el tiempo de acumulacién pueden ser diferentes (Merkle
et al.,, 1995 y Thomas, 1993). La presencia de anormalidades en los embriones
somaticos y su baja conversibn en plantulas, asi como su baja calidad,
normalmente son atribuibles a deficiencias en la sintesis y acumulacion de
reservas, debido a problemas durante la fase de la maduracién (Langhansova et
al., 2004; Ammirato, 1987); la germinacion prematura es otro problema

relacionado con el proceso (Choi y Jeong, 2002).

En Arabidopsis thaliana, los procesos de maduracion del embrién estan
asociados a los LEC TFs, sintesis y almacenamiento de macromoléculas;
estudios con mutantes que carecen de LEC TFs, demuestran que éstos tienen
problemas de almacenamiento de proteinas y de lipidos, demostrandose que los
LEC TFs son necesarios y suficientes para inducir la fase de maduracion de los
embriones (Braybook y Harada, 2008; Harada, 2001).
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En esta fase, los procesos de sintesis y almacenamiento, asi como las proteinas
LEA (Late Embryogenesis Abundant), son regulados por el ABA 0 por estrés
hidrico (Dodeman et al., 1997); factores como el pH, presencia de etileno,
gradiente osmoético y fotoperiodo, pueden afectar igualmente la maduracion del
embrion. Holme et al., (1997) y Walker y Parrot (2001), afirman que la adicién de
agentes osmaticos como la L-prolina o el PEG al medio de cultivo, produce
condiciones de estrés y mejora la maduracion de los embriones somaticos, como
lo demostraron Rai et al., (2007) trabajando con embriogénesis somatica de

Psidium guajava L.

La presencia de nitrdgeno en el medio es fundamental para que el embridn
alcance una completa maduracion y se evite la germinacion precoz, por lo que
hay que hacer adiciones de nitrato, amonios, aminoacidos y caseina hidrolizada
(Merkle, 1995). En algunas especies, se ha demostrado la necesidad de cultivar
los callos embriogénicos en medios que contienen ABA, en concentraciones que
pueden oscilar entre los 10 uM y 50 puM, para estimular la maduracion o para
evitar la embriogénesis secundaria o inhibir la germinacién precoz (Arnold, 2008;
Fernando y Gamage, 2000; Samosir et al., 1997).

1.6.5. Germinacidon y regeneracion de plantas

Igual que en la semilla cigética, la calidad de la embriogénesis somatica se
traduce en la sobrevivencia y el vigor de crecimiento de las plantas generadas; es
una consecuencia de las condiciones que se den al embrién durante todas las
fases de su desarrollo. Los procesos de acumulacion de reservas en los
embriones y de tolerancia a la sequia, son factores criticos en la regeneracion de
plantulas. Un embrién de Morus alba bien desarrollado, permite la regeneracion
de plantulas simplemente en medio MS con un 6% de sacarosa (Agarwal et al.,
2004).

Rai et al., (2007) trabajando con Psidium guajava, encontraron que los embriones
alargados tipo torpedo presentan una mayor frecuencia de conversion en

plantulas que aquellos tipo torpedo cortos; tanto el medio 1/2MS como el MS
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completo, ambos con azucar al 3%, mostraron resultados similares en cuanto a la
eficiencia en la regeneracion de plantas de guayaba, ya que la supervivencia de
los embriones germinados después de aclimatados y llevados a sustrato, estuvo
entre el 90% y 100%.

En Lilium grandiflorum, los embriones sométicos germinaron en un medio con
bajas concentraciones hormonales o en la ausencia de ellas, manteniendo los
embriones en la oscuridad; las plantulas obtenidas mostraron bulbillos y raices
(Nhut et al., 2006).

Ascencio-Cabral et al., (2008) evaluaron el efecto de la calidad de luz, del tipo de
gelificante y del phloridzin sobre la regeneracion de plantas de Carica papaya L. a
partir de embriones somaticos obtenidos en medio MS suplementado con 2,4-D,
ABA y Cinetina; los tres factores estudiados mostraron efectos significativos en la
formacion de plantulas, siendo el méas importante el medio gelificante. Los
tratamientos con bacto agar, presentaron una mayor germinacion y se redujeron
los porcentajes de hiperhidricidad observados con phytagel. En cuanto a la
calidad de luz, la incubacion de los embriones bajo un fotoperiodo de 8h/16h con
luz de tipo gro-lux (68 pmol.m?.seg?), presenté los mas altos porcentajes de
germinaciéon y formacion de plantulas, particularmente aquellos con phlorizidin y

bacto agar.

Igualmente, Dineshkumar et al. (1995), produjeron la germinacion de embriones
de garbanzo inducidos con picloram, en un medio B5 suplementado con 0,25
mg/L de BAP; Karami et al. (2006), indujeron un 95% de germinacion de
embriones somaticos de clavel, colocandolos en un medio MS a la mitad de su

concentracion, sin reguladores y con un 3% de sacarosa.

1.7 Expresion genética durante la embriogenesis
somatica

Durante el proceso de la embriogénesis somatica, las células somaticas son

inducidas a transformarse en células totipotentes, capaces de dar origen a un
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individuo genéticamente idéntico (Chugh and Khurana, 2002). La respuesta
embriogénica durante este proceso es el resultado de cambios en la expresion de
genes especificos y su analisis, puede clarificar muchos aspectos del proceso,

gue aun permanecen oscuros (Feher et al., 2003).

Las investigaciones sobre los mecanismos de la embriogénesis somatica, se han
centrado principalmente en la regulacion hormonal del proceso y se han
desarrollado numerosos protocolos basados en la combinacién hormonal, para
regenerar especies a través de estas metodologias. Sin embargo, los genes que
regulan la induccién y el desarrollo de embriones somaticos, aln no estan

claramente identificados (Rose y Nolan, 2006).

Desde el inicio de los estudios orientados a clarificar la expresién genética
durante la embriogénesis, se ha tratado de caracterizar los genes relacionados
con la embriogénesis somatica de las especies estudiadas (Yang y Shang (2010),
como es el caso de la zanahoria (Aleith and Richter, 1991), la vid (Gianazza et al.,
1992), alfalfa (Domoki et al., 2006), mani (Rani et al., 2005), algodén (Zeng et al.,
2006), coniferas (Cairney y Pullman, 2007), café (Quiroz-Figueroa et al., 2002) y
papa (Sharma et al., 2008). Estos trabajos han permitido identificar genes que
son activados o presentan una expresion diferente durante la embriogénesis
somética, como los genes SERK, LEAFY COTYLEDON (LEC, Braybrook y
Harada, 2008; Gaj et al., 2005), BABY BOOM (BBM) (Boutilier et al., 2002) y
WUSCHEL (WUS) (Zuo et al., 2002).

Los complejos productos de la transcripcién durante la embriogénesis somatica,
permiten suponer que las moléculas producidas son numerosas, Yy Su
conocimiento permitird entender mejor y optimizar el proceso (Magioli et al.,
2001); los estimulos externos o mensajeros secundarios como el Ca, pueden
desencadenar cascadas de transduccién, como es el caso de varias kinasas y
calmodulinas-proteinas, que juegan un rol importante en la division y crecimiento

celulares de las fanerégamas (Zeng, et al., 2007).
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Thomas et al. (2004), estudiando los procesos embriogénicos del girasol,
encontraron que las expresiones morfogénicas y embriogénicas ocurren en el
mismo grupo de células con caracteristicas semejantes y que los receptores de
tipo kinasa asociados a la embriogénesis somatica (SERK), se acumulan al poco
tiempo de iniciarse el cultivo (2 dias) en las zonas organogénicas del explante,
cualquiera sea el medio de induccion, morfogénica, embriogénica o altamente
embriogénica, sin encontrar una correlacion entre los niveles de SERK y la
induccion de embriogénesis somatica; sin embargo, a los 4 dias, el nivel de SERK
en el medio morfogénico se redujo ostensiblemente, mientras que en los medios

embriogénico y altamente embriogénico, continué acumulandose.

Domoki et al., (2006) identificaron y caracterizaron genes asociados con la
induccidon de competencia embriogénica en células de alfalfa provenientes de
protoplastos foliares; los patrones de expresion genética valorados, demostraron
la eficiencia inductiva de embriogénesis del 2,4-D para todos menos uno de los
genes investigados, asi como el control positivo del gen MsLEC1 (Leafy
cotyledonl). Los genes identificados mostraron diferentes patrones de expresion,

durante las fases de induccién temprana y diferenciacion.

En Dactylis glomerata, Krassimira et al.,, (2002) identificaron dos genes
relacionados con la embriogénesis somatica, que denominaron como DGEs, que
estaban presentes solo en cultivos embriogénicos foliares; transcriptos del DG1
se manifestaron en cultivos foliares con embriogénesis directa e indirecta,
mientras que transcriptos de DGE2, solamente se expresaron en cultivos con
embriogénesis directa. Un segmento de DGE1 de 90 amino acidos, mostré un
81% de homologia con la proteina fijadora al DNA de Arabidopsis thaliana

conocida como WRKY.

Shimada et al., (2005) aislaron un gen asociado a la embriogénesis somatica de
Citrus unshiu Marc., que nombraron como CitSERK1, homélogo de los genes
SERK, aislados de Arabidopsis thaliana, Zea mays, Daucus carota. Los

transcriptos de CitSERK1, presentaron niveles no perceptibles en callos no
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embriogénicos, mientras que incrementaron su presencia en callos, después de

iniciarse la embriogénesis.

Santos et al., (2005) caracterizaron al gen TcSERK que se expresa durante la
embriogénesis somatica del cacao y demostraron su funcionalidad; al persistir las
condiciones de induccion embriogénica, los niveles de TcCSERK se mantienen, lo
cual permitié afirmar que por lo menos en parte, es posible mantener un proceso
recurrente en estado globular manteniendo la expresion de niveles apropiados de

SERK, como ocurre en Arabidopsis sp. (Hecht et al., 2001).

Segun Magioli et al. (2001), la embriogénesis somatica en Arabidopsis y en
berenjena puede asociarse con la expresion del gen denominado Atgrp-5 en una
proteina rica en glicina. La actividad transcripcional de este gen fue muy alta en
los cluster proembriégénicos celulares (PEMs) y en las fases desde embridn
globular hasta embrion torpedo; en el paso de embrién torpedo a cotiledonar, esta
actividad se redujo gradualmente hasta desaparecer en el estado de embrion
maduro. La actividad de este gen promotor sigue el mismo patron que observaron

en plantulas jovenes de Arabidopsis provenientes de embriones zigéticos

1.8 La embriogenesis somatica en solanaceas

En general, las solanaceas son consideradas como recalcitrantes en su potencial
de embriogénesis somatica, aunque recientemente se conocen reportes de
embriogénesis somatica en varias de estas especies (Litz y Gray, 1995; JayaSree
et al., 2001; Sharma y Millam, 2004).

Estudios relacionados con la induccibn de embriogénesis somatica en
solanaceas, parecen determinar que el acido naftalen-acético (ANA), es la auxina
gue ofrece los mejores resultados de induccién embriogénica. Mir et al. (2008),
demostraron que la induccién embriogénica dependia del tipo de explante
utilizado; en berenjena, las dosis Optimas de ANA suplementadas con 0,5 mg/L
de BAP variaron segun el tipo de explante, 1,5 mg/L para cotiledones, 1,0 mg/L
para hipocotilos y 2,0 mg/L para raices. Estas concentraciones para los diferentes

explantes también se han reportado por Yamada et al. (1967), Fobert y Webb
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(1988) y Gleddie et al. (1986). Cuando se utilizé el 2,4-D como hormona
iniciadora, con o sin BAP, se presentaron callos vigorosos pero acuosos y poco

embriogénicos.

En ensayos para comparar el efecto de las auxinas en la embriogénesis somatica
de berenjena, Hitomi et al., (1998) observaron una mayor eficiencia del ANA que
el 2,4-D; la obtencién de embriones somaticos se puede dar en un amplio rango
de concentraciones de ANA, que van desde 4 mg/L a 20 mg/L, con 6ptimos que
estan entre 7,0 mg/L y 9,0 mg/L (Kantharajah et al., 2004).

Segun Tarré et al., (2004) los embriones somaticos inducidos con la adicion de
ANA se originan en el parénquima perivascular dando origen a masas
meristematicas que pueden convertirse en raices adventicias 0o en masas

proembriogénicas.

El tipo de regulador y su concentracion, en interaccion con el genotipo, pueden
originar grandes diferencias en las respuestas morfogenéticas de la berenjena.
Kamat y Rao (1978) encontraron que en presencia de ANA y utilizando
hipocotilos como explantes, solamente se indujeron callos rizogénicos; sin
embargo, Matzuoka y Hinata (1979), utilizando diferentes concentraciones de
ANA, observaron organogénesis y embriogénesis, con el mismo tipo de explante.
Mariani (1992) produjo embriones somaticos a partir de plantulas germinadas en
la oscuridad, en respuesta a la adicion de 54 uM de ANA, mientras que Fobert y
Webb (1988) observaron rizogénesis con bajas concentraciones de ANA (0,5 uM
— 2,7 uM), embriogénesis soméatica con niveles intermedios (5,4 uM — 27,0 uM) y
callogénesis con las mayores concentraciones (54,0 uM—270,0 uM).

Con la adicion de 50 pM de 2,4-D al medio MS vy utilizando cotiledones de
berenjena como explantes, Saito y Nishimura (1994), obtuvieron tasas de
embriogénesis muy superiores al compararlas con los resultados obtenidos con la
adicibn de 54 puM de ANA; sin embargo, Ali et al. (1991) obtuvieron

embriogénesis utilizando hipocotilos de berenjena en presencia de bajas
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concentraciones de 2,4-D (2,3 pM — 9,0 pM), contrario a los resultados

observados por otros autores en estas mismas condiciones.

Utilizando hojas y cotiledones de berenjena de la variedad Brazilian, como
explantes, Magioli y Mansur (2005) lograron altas frecuencias de induccion
embriogénica con la adicion de 54 uM de ANA, pero fracasaron al utilizar

diferentes concentraciones de 2,4-D.

Los procesos de embriogénesis somatica en berenjena a nivel de medio
semisolido y en suspension celular, fueron estudiados por Gleddie et al., (1983);
la mayor frecuencia de embriones somaticos se dio con la adicion de 10 mg/L de
ANA al medio semisélido MS, pero fue inhibida por la adicién de citocininas como,
cinetina, BAP, 2iP y zeatina, las cuales solamente incrementaron el volumen de
callo no embriogénico. En este trabajo se destaca la importancia de la relacion de
NOs : NH,4', proponiendo una relacion optima 2:1, igual que una concentracion
Optima de sacarosa de 0,06 M. Las suspensiones celulares tuvieron un similar
comportamiento, tanto en la produccion de embriones sométicos, como en su

germinacién y regeneracion de plantas.

Sanchez et al. (2005), estudiaron la embriogénesis somatica en papa (Solanum
tuberosum L.) cvs. Atlantic y Fritolay1867, utilizando explantes foliares y un medio
de cultivo MS suplementado con TDZ; los mejores resultados de embriogénesis
se obtuvieron cuando se adicion6 al medio 1,0 mg/L de TDZ.

Vargas et al. (2005), realizaron el analisis histolégico y evaluaron el patrén
proteinico extracelular del proceso embriogénico de Solanum tuberosum L.,
obtenido a partir de suspensiones celulares de callos obtenidos en medio MS
suplementado con 2,4-D y utilizando secciones nodales como explantes. Las
suspensiones celulares en medio MS suplementado con extracto de levadura,
cinetina y 2,4-D, presentaron predominantemente masas celulares y células
individuales proembriogénicas; los embriones somaticos que germinaron en una
suspension de MS con zeatina y sin auxinas, fueron trasladados a un medio MS

semisolido para la obtencion de plantulas completas. En el mismo trabajo, se
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encontré una alta asociacién entre proteinas extracelulares de diferente peso

molecular, con el estado de desarrollo embriogénico.

La obtencién de callos nodulares embriogénicos, fue posible mediante el cultivo
de segmentos de hoja de papa como explantes, en un medio MS con 2,4-D y
BAP, mientras que con ANA y BAP los callos obtenidos fueron compactos y
caulogénicos (JayaSree et al., 2001). Cuando los callos embriogénicos se
trasladaron a un medio MS, con zeatina y BAP, se indujo un alto nimero de
embriones que germinaron en el mismo medio y que al pasarlos a un medio MS
sin reguladores, originaron plantulas normales. La adicion de BAP al medio de
cultivo con 2,4-D mejor6 el proceso embriogénico, seguramente porque se
compensa el efecto deprimente de la auxina sobre el desarrollo meristemético
(Merkle, et al., 1995). Segun Amirato (1987), el desarrollo normal de los
embriones somaticos requieren de una sutil regulacién del tiempo y del espacio
de la divisidn, elongacion y diferenciacién celulares; los fitoreguladores pueden
ejercer multiples acciones dependiendo de su concentracion y del estado de
desarrollo del embrion.

Garcia y Martinez (1995), indujeron embriogénesis somatica de Solanum
tuberosum L. y realizaron un analisis histolégico de las fases embrionarias en
medio MS suplementado con 2,4-D (4 mg/L); la germinacion de los embriones se
alcanzo con alta frecuencia, 60 dias después de su traslado a un medio sin 2,4-D
y con 0,1 mg/L de AGz Un trabajo similar fue realizado por Sharma y Millam
(2004) para determinar las caracteristicas histolégicas del proceso de
embriogénesis somatica; la induccion embriogénica se realiz6 en medio MS con
adicion de 2,4-D (5 pM) y la maduracion y germinacion de embriones en medio
sin el regulador. El estudio histolégico demostrd la presencia de los estados
globular, corazén y torpedo, asociados a un estado anterior de crecimiento celular
aislado, con protodermo y conexiones vasculares relativamente independientes,
gue muestran que en papa, se dan las fases que determinan claramente la

embriogénesis somatica.
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La estabilidad genética de las plantas de papa, regeneradas via embriogénesis
somatica, comparada con plantas obtenidas de tallos axilares, microtubérculos y
semillas verdaderas, fue evaluada por Sharma et al.(2007); las plantas obtenidas
por via clonal no mostraron variaciones fenotipicas, las cuales se observaron
solamente en plantas producidas a partir de semillas verdaderas. La evaluacion
general del genoma, realizado por citometria de flujo, no mostro diferencias y el
analisis con marcadores moleculares (AFLP), mostré un bajo nivel de variacion,
tres y dos bandas de 451 bandas, en plantas provenientes de embriogénesis
somatica y de microtubérculos, respectivamente. Solamente, aquellos
marcadores AFLP, generados con enzimas de restriccion sensibles a la
metilacion, mostraron polimorfismo; esta metilacién fue originada posiblemente,
por los efectos hormonales durante la fase de induccion de la embriogénesis
somatica (Bairu et al. 2006).

Un protocolo de dos pasos consistentes en la adicion de TDZ o BAP en el primero
y de zeatina, AIA y AG3 en el segundo, fue utilizado con éxito por Seabrook y
Douglas (2001), en la regeneracion de cultivares de Solanum tuberosum L. a
partir de embriogénesis soméatica primaria y secundaria; los explantes utilizados
fueron segmentos internodales de tallo, hojas y rodajas de tubérculos producidos
in vitro. Las diferencias en cuanto a la respuesta a la induccion y a la frecuencia
de embriones sométicos, fueron evidentes a nivel de cultivares. A diferencia del
tiempo requerido por Garcia y Martinez (1995) para la formacion de embriones
(150 dias), con este protocolo solo se requirieron 14-35 dias, lo cual puede

atribuirse a la adicion de citoquininas, no utilizadas por los anteriores autores.

Igualmente, son varios los trabajos realizados en embriogénesis somatica del
pimentén (Capsicum annuum L.), como los realizados por Kintzios et al. (2000),
para determinar el efecto de la posicion de la hoja explante, de la luminosidad y
de la composicion del medio; se utilizé el medio MS suplementado con 9 uM de
2,4-Dy 12,9 uM de BA. La induccion embriogénica dependi6 de la posiciéon de la
hoja y fue afectada significativamente por la composicion del medio, con

incubacion de los explantes en luz o en oscuridad, pero embriones de formas
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corazon y torpedo, solamente se observaron cuando los explantes se incubaron
en la oscuridad, durante las tres semanas iniciales. Estos resultados coinciden
con los encontrados por otros investigadores, que han reportado que la
incubacion de tejidos bajo condiciones de poca luminosidad o de oscuridad,
favorece la induccion de callos y de embriogénesis somatica en especies como,
pepino (Cade et al., 1990), melon (Kintzios y Taravira, 1997) y rosa (Kintzios et
al., 1999).

Kaparakis y Alderson (2008), confirmaron que la embriogénesis somatica del
pimentén fue dependiente del genotipo; las citoquininas cinetina (0,01 mg/L y 0,1
mg/L) y N°®-(A%-isopentenyl)-adenine (0,01 mg/L y 0,1 mg/L) vy el tratamiento con
agua de coco (10%), no tuvieron un efecto significativo, mientras que zeatina
(0,01 mg/lL y 0,1 mg/L) y BAP (0,01 mg/L y 0,1 mg/L) la redujeron

ostensiblemente.

En tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), se ha inducido embriogénesis
somatica a partir del cultivo de protoplastos (Chen y Adachi, 1994), de hipocotilos
(Newman et al., 1996) y de semillas colocadas a germinar en un medio con altas
concentraciones de citoquinina (Gill et al., 1995; Kaparakis y Alderson, 2002); sin
embargo, todavia no ha sido posible generar un protocolo eficiente para la
produccion masiva de plantas de tomate a partir de embriogénesis somatica, a
pesar de su importancia en la produccion de semillas sintéticas, para la
produccion de hibridos F1 (Gill et al, 1995).

La embriogénesis somatica se origina directamente y sin la formacién de callo en
la zona subepidermal de los tejidos nodulares, en la zona basal de plantulas
germinadas; las citoquininas juegan un papel importante en el desarrollo de la
embriogénesis somatica del tomate (Newman et al., 1996; Gill et al, 1995).
Estudios similares demuestran el efecto positivo de la zeatina en la
embriogénesis somatica de la zanahoria, asociada a la induccion de procesos de
division celular. Gill et al.,, (1995) indujeron embriogénesis somatica directa,

sembrando semillas de tomate en un medio MS + BAP (50uM - 80uM); los
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embriones somaticos aparecen a los pocos dias en la base del hipocotilo; el
mismo protocolo ha sido aplicado en berenjena, pimentén y mani (Kaparakis y

Alderson, 2002).






2.Regeneracion de plantas de lulo (Solanum
guitoense Lam.) mediante embriogénesis
somatica

Resumen

El lulo (Solanum quitoense Lam.) es una especie de gran importancia en la
fruticultura colombiana, con grandes problemas fitosanitarios que requieren un
agresivo programa de mejoramiento orientado a la produccion de variedades
tolerantes; estos programas necesitan establecer protocolos de regeneracion
masiva de plantas de alta eficiencia, como la embriogénesis soméatica. Nuestras
investigaciones se orientaron al estudio de la embriogénesis somatica de lulo,
mediante la interaccion de los fitorreguladores ANA, BAP, CINETINA y diferentes
concentraciones de sacarosa en medio MS. Se utilizaron dos variedades de lulo
(S. quitoense var. septentrionale y S. quitoense var. quitoense), dos tipos de
explantes (hojas cotiledonares e hipocotilos), incubados en condiciones de
oscuridad, a 25£2°C. Concentraciones bajas de ANA y BAP con adicion de altas
concentraciones de sacarosa (260 puM), indujeron mayor enraizamiento de los
explantes y mayor tamafio de los callos, con aparicion esporadica de embriones,
mas frecuentes cuando se utilizaron hipocotilos; el mayor porcentaje de
produccion de embriones se obtuvo cuando se adicionaron al medio 31,9 uM y
50uM de acido naftalen acético (ANA) ademas de sacarosa (50 pM y 260 puM),
para los dos tipos de explantes utilizados.

Palabras clave: embriones somaticos, recalcitrancia, hormonas de crecimiento,

morfogénesis, cultivo in vitro, potencial embriogénico.
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Regeneration of lulo plants (Solanum quitoense Lam.) by
somatic embryogenesis

Abstract

Lulo (Solanum quitoense Lam.) is a specie of great importance in the Colombian
fruticulture, with big phytosanitary problems that require an aggressive plant
breeding program, aimed at the production of tolerant varieties; these programs
need to establish protocols with high efficiency to the massive plant regeneration,

using somatic embryogenesis.

Our investigations were directed to the study of somatic embryogenesis of lulo,
through the interaction of phytoregulators NAA, BAP, kinetin and different
concentrations of sucrose in MS medium. We used two varieties of lulo (S.
guitoense var. septentrionale and S. quitoense var. quitoense), two types of
explants (cotyledonary leaves and hypocotyls), incubated in darkness conditions,
at 25 £+ 2 ° C. Low concentrations of NAA and BAP with added sucrose (260 mM),
induced higher rooting of explants and callus size, with sporadic occurrence of
aberrant embryos, more frequently when were used hypocotyls; the highest
percentage of embryo production was obtained when added 31.9 uM and 50 yM
of naphthalene acetic acid (NAA) and sucrose (50 uM and 260 uM), for both

types of explants used.

Keywords: aberrant embryos, recalcitrance, growth hormones, morphogenesis, in

vitro culture, embryogenic potential.
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Introduccion

El lulo (Solanum quitoense Lam.) es un frutal originario de los andes con amplias
perspectivas en los mercados internacionales; su cultivo en Colombia se realiza
en zonas cafeteras marginales, en areas pequefias con poca tecnologia y con
numerosos problemas de orden fitosanitario; la heterogeneidad de cultivos afecta
la calidad de la produccion. Es una especie muy susceptible a enfermedades y
plagas que originan grandes pérdidas a los cultivadores, lo cual muestra la
necesidad de orientar programas de mejoramiento con caracteristicas de

tolerancia, antes de iniciar un ambicioso programa de exportacion.

En los programas de fitomejoramiento se requieren métodos eficientes de
propagacion de plantas que permitan conservar los alcances logrados y en este
sentido, los sistemas de propagacion masiva in vitro a partir de tejidos, tienen
gran interés; a pesar de las dificultades que puede presentar la elaboracién de un
protocolo eficiente y replicable, muchos autores como Arnold (2008), Chandel y
Katiyar (2000), Charriere y Hahne (1998) y Litz y Jarret (1993), consideran que el
método mas eficiente es la embriogénesis somatica, especialmente cuando se
requiere regenerar plantas a partir de células genéticamente modificadas, como lo

expresan Nakagawa et al., (2001).

La embriogénesis somatica se define como la produccion de embriones
somaticos, asexuales o adventicios, que se inician a partir de células que no son
el producto de la fusidon de gametos; estos embriones son estructuras bipolares,
sin conexion vascular con el tejido maternal, capaces de crecer y de originar una
nueva planta (Arnold, 2008; Rai et al., 2007; Martin, 2003 y Litz y Jarret, 1993).

Rout et al., (1999), enfatizan que la regeneracibn de plantas mediante
embriogénesis somatica presenta grandes ventajas como, las altas tasas de
multiplicacién que se alcanzan utilizando los biorreactores, posibilidades de
encapsular los embriones y de crioconservarlos, fidelidad genética de la
descendencia y seleccion in vitro de plantas tolerantes; asi mismo, Campbell et

al. (2003), consideran estos procesos como un valioso complemento en la
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regeneracion de plantas genéticamente transformadas. Sin embargo, la principal
limitacibn se relaciona con la dependencia genotipica de la produccion de
embriones soméaticos y su bajo poder germinativo (Wang et al., 2006). El bajo
poder germinativo de los embriones somaticos no suele ser una limitacion
generalizada de la embriogénesis somética. Otra limitacion muy importante,
ademas de la dependencia genotipica, es que en pocas especies hay protocolos

suficientemente refinados para la multiplicacion masiva de embriones somaticos.

La utilizacion de la embriogénesis somatica y la regeneracion de plantas, ha sido
estudiada para muchas especies cultivadas y con diversos fines; se pueden citar
como ejemplos los trabajos de Wang et al., (2006) para regenerar de genotipos
recalcitrantes de algodon, Nakagawa et al., (2001) en meldn a partir de tejidos
cotiledonares, en citricos (Carimi et al., 1995) y en cacao (Tan y Furtek, 2003;
Quainoo et al.,, 2008); existen abundantes investigaciones en embriogénesis
somatica de cultivos horticolas como el brocoli, zanahoria, tomate, repollo,
pepino, arveja, garbanzo, batata, esparragos, frijol y espinaca (Choi et al., 1998;
Devi et al., 2004; Kayim y Koc, 2006; Qin et al., 2007; Sagare et al., 1995; Komai
et al., 1996; Limanton-Grevet y Jullien, 2000; Loiseau et al., 1998; Zhang et al.,
2006).

En la familia de las solanaceas, a pesar de ser consideradas especies
recalcitrantes para la embriogénesis somatica, se conocen protocolos exitosos
como los de Takahiro et al., (1995), Kantharajah y Golegaonkar, (2004), Mir et al.,
(2008), Yadav y Rajam (1998), Kaparakis y Alderson (2002) en Solanum
melongena, Sanchez et al., (2005), Vargas et al., (2005), JayaSree et al., (2001)
en Solanum tuberosum, Barany et al., (2005), Kintzios et al., (2000), Bodhipadma
y Leung (2002), Koleva-Gudeva et al., (2007), Kaparakis y Alderson (2008) en
Capsicum annuum, Chandel y Katiyar (2000), Gill et al., (1995) en Lycopersicon
esculentum, Correia y Canoto (2009), Arahana et al., (2010) en Cyphomandra
betacea, Chakravarthi et al., (2009) en Solanum trilobatum, Zapata-Castillo et al.,
(2007) en Capsicum chinense. Sin embargo, no existen reportes de

embriogénesis somatica en lulo (Solanum quitoense) y los intentos realizados por
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Segovia (2002) utilizando un medio de cultivo apropiado en Cyphomandra

betacea, fueron fallidos.

Como se ha manifestado anteriormente, la embriogénesis somética en la mayoria
de las especies estudiadas, es de caracter genotipo dependiente. Asi lo han
comprobado muchos autores como Velasquez et al., (2006) con genotipos de
cacao, Olah et al., (2009) con genotipos de vid, Livadariu et al.,, (2009) en
remolacha, Triqui et al., (2008) en batatas, Marcano et al., (2002) en cafia de

azucar, Mir et al., (2008) en berenjena y Sanchez et al., 2005) en papa.

Esta caracteristica de los procesos de la embriogénesis somética, permitié
determinar la necesidad de que en el estudio de los factores que inciden en la
embriogénesis somatica del lulo, se involucraran al menos dos genotipos,
seleccionando asi las dos variedades mas cultivadas en Colombia, el genotipo de
lulo con espinas (S. quitoense var septentrionale) y lulo sin espinas (S. quitoense
var quitoense) (Mufioz, 2009; Medina et al., 2008). El lulo con espinas posee
mayor calidad industrial que el lulo sin espinas, pero este ultimo, al carecer de
espinas, facilita las labores agronémicas, requeridas por el cultivo. La eliminacion
de las espinas en el primer genotipo, significaria un aporte valioso del
fitomejoramiento al manejo agrondmico, ya que facilitaria la realizacién de todas

las practicas de manejo de cultivo.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de diferentes combinaciones
hormonales, explantes y condiciones de incubacién sobre la induccion de
embriogénesis somatica en lulo S. quitoense var. septentrionale (con espinas) y

S. quitoense var. quitoense (sin espinas).
Materiales y métodos

Este trabajo de investigacion experimental se realizé en el Laboratorio de Tejidos
Vegetales del programa de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional-
Sede Bogota y en los laboratorios de Tejidos Vegetales del Instituto Madrilefio de

Investigacion y Desarrollo Rural, Agrario y Alimentario (IMIDRA-Espafa).
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Material vegetal. Inicialmente se identificaron dos plantas de lulo; una con
espinas localizada en la vereda de Buenos Aires, municipio de La Union (Narifio),
con caracteristicas sobresalientes de sanidad y productividad y otra planta sin
espinas, localizada en la vereda de San Andrés, municipio de Santiago,
departamento del Putumayo. De estas plantas seleccionadas, se tomaron
semillas correspondientes a medios hermanos, ante la dificultad para obtener
semillas por autofecundacion. En cada caso, se cosecharon frutos maduros, se
extrajeron manualmente las semillas, se secaron en sombra hasta una humedad
aproximada del 8-10% y se almacenaron herméticamente en recipientes de

plastico a una temperatura de 4°C.

Germinacion de semillas. Para la obtencion in vitro de los explantes de
cada uno de los genotipos, las semillas fueron previamente esterilizadas.
Inicialmente las semillas se sumergieron en una solucion jabonosa y se lavaron
con agua estéril, luego se colocaron durante 15 minutos en hipoclorito de sodio al
1,5% y se lavaron cinco veces con agua estéril antes de ser transferidas al medio
de cultivo MS (Murashige and Skoog, 1962), en cajas petri de 9 cm., que una vez
sembradas, se sellaron con cinta de parafilm estéril. Las semillas se colocaron a

germinar a 25°C y un fotoperiodo de 12h/12h.

Siembra de explantes. Al cabo de 30 dias, cuando las plantulas germinadas
abrieron sus hojas cotiledonares, se tomaron explantes correspondientes a hojas
cotiledonares e hipocotilos de lulo con espinas (CE) y sin espinas (SE) y se
sembraron en cajas petri estériles de 6 cm, que contenian 12 ml del medio de
cultivo Murashige y Skoog (MS), suplementado con diferentes combinaciones
hormonales de ANA (10,7uM, 21,5uM, 48,3uM) y BAP (1,3uM, 13,0uM) con
263,1mM de sacarosa y agar (7,0 g/L).

En un segundo experimento, explantes de hojas cotiledonares e hipocotilos de las
dos variedades de lulo, obtenidos de plantulas germinadas in vitro, se sembraron
en frascos estériles de vidrio de 150 ml que contenian 15 ml de medio basal MS

con 7 g/L de agar, suplementado con las combinaciones de ANA (19,8uM,
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31,9uM, 50,0uM), cinetina (0,0 pM, 13,9uM) y sacarosa (14,6mM, 58,4mM,
263,1mM). Los explantes se mantuvieron a 25+2°C, en condiciones de oscuridad
(envueltos en papel aluminio), ya que ensayos previos, no publicados, mostraron
gue los recipientes incubados en oscuridad permitieron la formacién de callos con
mejor estructura y tamafio. A los 30 dias, los cultivos se evaluaron y se

transfirieron a un medio MS sin hormonas y con un fotoperiodo de 16h/8h.

Disefio experimental. Cada variedad botanica y tipo de explante en cada uno

de los experimentos, se trabajé separadamente con un disefio experimental
irrestrictamente al azar en arreglo factorial,. Los factores tenidos en cuenta en el

primer experimento fueron los siguientes:
Factor A: Dosis de ANA (tres dosis)
Factor B: Dosis de BAP (dos dosis)

Se tuvo entonces, para cada variedad (2) y para cada tipo de explante (2) un total
de 6 tratamientos y 10 repeticiones con, para un total de 240 unidades

experimentales con cuatro explantes cada una.

En el segundo estudio se propusieron los siguientes factores:
Factor A: Dosis de ANA (tres dosis)

Factor B: Dosis de Cinetina (dos dosis)

Factor C: Concentraciones de sacarosa (tres concentraciones)

Esta distribucion dio origen a 18 tratamientos para cada una de las dos
variedades y los dos tipos de explante y 4 repeticiones, para un total de 288

unidades experimentales, con cuatro explantes cada una.

Evaluacion. Se realiz6 un analisis descriptivo de las caracteristicas de los

callos producidos y se evalu6 en porcentaje la presencia de raices y de callos en
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cada tratamiento; el tamafo medio de los callos formados en cada unidad
experimental se determiné calificando cada callo con base en una escala de 1 a
5, promediandolos en cada unidad experimental y transformandolos en
porcentaje, correspondiendo el 100% a la calificacion 5y el 0% a la ausencia de
callo. Ademas, se contaron las estructuras embriogénicas formadas en cada

unidad experimental.

Analisis estadistico. Los datos experimentales se sometieron a analisis de

varianza con base en el modelo correspondiente al disefio experimental
propuesto y pruebas de comparacion de medias de Tukey para efectos simples e
interacciones con Pr > | t |o,0s. EI modelo que corresponde al diseiio experimental

DIA con arreglo factorial del primer trabajo, es el siguiente:
Yij= g+ ai+ B+ aB+ &
En donde,

Yi;, = es laij-esima observacion en el i-esimo nivel del factor A y j-ésimo nivel del

factor B.

K = es la media general,

a;i= efecto del i-ésimo nivel del factor A,

B; = efecto del j-esimo nivel del factor B,

ai*B=interaccion del i-ésimo nivel del factor A con el j-ésimo nivel del factor B,
i = error aleatorio o experimental.

Para el segundo trabajo, se adiciona un tercer factor, dos interacciones dobles y

una triple interaccion entre los factores. El modelo es el siguiente:

Yijk =M +ai + B+ Cu+ "By + a*Cy + Bi*Cy + ai*B*Ci +Eik
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Resultados y discusion

Efecto de ANA y BAP sobre explantes de hojas cotiledonares de

lulo con espinas

El analisis de varianza para evaluar diferentes concentraciones de ANA y BAP
adicionadas al medio MS, en el comportamiento de hojas cotiledonares,
determind diferencias estadisticas entre las dosis de ANA, dosis de BAP y en la
interaccion ANA*BAP parala formacion de callos y diferencias entre dosis de ANA
y BAP para formacién de raices; en las variables tamafio de callos y formacion de

estructuras embriogénicas, no se observaron diferencias estadisticas (Tabla 1).

En cuanto a la formacién de callos se pudo establecer que con dosis baja y media
de ANA, la adicion de BAP al medio, mostroé una respuesta favorable, ya que se
incremento el porcentaje de formacién de callos de 65% a 100% en la dosis baja
y de 80% a 100% en la dosis media de ANA; sin embargo, con la dosis alta de
ANA, la adicion o no de BAP no mostré efectos significativos, porque la sola

aplicacién de ANA fue suficiente para inducir un 100% de callos.

La respuesta de estos explantes en la formacion de callos, mediante la adicion de
combinaciones de ANA y BAP al medio de cultivo MS, puede explicarse, segun lo
manifiesta Villalobos y Arias (1987) en el caracter auxinico del ANA, que induce la
proliferacion celular y en la adicion del BAP que estimula el desarrollo de callos
en algunas especies. Igualmente, es importante tener en cuenta la uniformidad y
el estado de madurez del explante, ya que segun Gonzalez (2005), estas
condiciones pueden determinar los requerimientos nutricionales y hormonales de
los explantes cultivados. A medida que los tejidos maduran, la capacidad
regenerativa de organos y tejidos disminuye, por lo que, segin lo manifiestan
Carimi et al. (1997), los tejidos mas jovenes son los mas indicados para el cultivo
de tejidos, razon por la cual se seleccionaron explantes de hojas cotiledonares

recién abiertas.
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Tabla 1. Andlisis de varianza para las variables formacion de callo (%), tamafio de callo,
enraizamiento (%) y presencia de estructuras embrionarias (%) en explantes de hojas
cotiledonares de Ilulo con espinas, cultivadas en medio MS con diferentes
concentraciones de ANA y BAP.

CUADRADOS MEDIOS

FV GL CALLO(%) TAMARNO ENRAIZ(%) ESTRUCT
DE CALLO EMBR. (%)

ANA 2 1541,66** 0,06"° 6572,91** 70,41N°

BAP 1 5041,66** 0,41N° 17510,41** 202,66"°

Interaccion

ANAXBAP 2 1541,66** 0,06 260,41N° 7,91N°

Error 54 138,88 0,58 336,80 90,09

** Diferencias estadisticas altamente significativas
NS Sin diferencias estadisticas significativas

La formacion de raices en los explantes cotiledonares fue afectada tanto por la
adiciéon de diferentes concentraciones de ANA, como por la adicion de BAP. En
cuanto a las dosis de ANA, pudo observarse que el incremento progresivo en la
concentracion, disminuy6 el porcentaje de enraizamiento de los explantes. La
concentracion de 10,7uM de ANA indujo un 67,5% de enraizamiento de los
explantes, con diferencias estadisticas al compararse con la concentraciénes de
21,5uM (50,0%) y 48,3 uM (31,25%); también se presentaron diferencias
estadisticas entre estas dos ultimas concentraciones (Figura 1).
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CE - ANA(48.3pM) + BAP(1,323M) 2am SE - ANA(S.3pM + BAP(13,01M)

Figura 1. Efecto de la adicion de ANA y BAP en explantes foliares e hipocotilos de lulo; a)
formacion de raices en bajas concentraciones de ANA en hojas cotiledonares de lulo con
espinas; b) inhibicibn de formacion de raices con dosis altas de ANA en hojas
cotiledonares de lulo sin espinas; c) y d) presencia de embriones aberrantes en
hipocotilos de lulo con espinas y sin espinas, respectivamente.

La adicién de BAP redujo significativamente el porcentaje de enraizamiento de los
explantes cotiledonares, presentandose diferencias estadisticas entre la dosis de
1,3uM (66,7%) y la dosis de 13,0uM (32,5%). Estos resultados coinciden con los
de Casanova et al., (2004), cuando afirman que los mayores enraizamientos
observados en explantes foliares de clavel, se presentaron con la adicion de
0,5uM de ANA en el medio y que estos valores decrecieron a medida que se

incrementaron las concentraciones de BA.

Segun Lo (1997), tejidos con heridas como los explantes, se liberan de la
inhibicidon impuesta por la planta completa y expresan su potencial organogénico.
Igualmente, los cortes permiten al explante aumentar la superficie de contacto
con el medio de cultivo, incrementando asi la absorcion de hormonas y minerales.
Rout et al. (1999), consideran que la induccién de raices puede darse en un
medio de cultivo, con adicion o no de citoquininas, dependiendo del genotipo;
ademas, la capacidad de enraizamiento es el resultado de la interaccion de
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complejos factores internos y externos. En trabajos realizados en rosa, pudo
establecerse que el mayor enraizamiento se logra con explantes cortados y
sembrados en medio MS suplementado con dosis bajas de ANA, AIA o IBA
(rangos entre 0,1 — 5,0 mg/L) y con reduccion en las concentraciones de sacarosa
(2,0 — 2,5%).

La presencia de estructuras embriogénicas varié entre 6,25% con la dosis alta de
ANA y 2,5% con la dosis baja, sin diferencias estadisticas significativas; pudo
observarse que el incremento en la dosis de ANA redujo la aparicion de
embriones en el medio y afectd el crecimiento de los callos. De igual manera,
cuando se adicion6 BAP, la aparicion de estas estructuras también se redujo,
aunque sin diferencias estadisticas. Estos resultados son contrarios a lo
reportado por Kaparakis y Alderson (2003), que en sus trabajos de embriogénesis
somatica de Capsicum annuum, encontraron que ésta especie, comparada con
otras, tenia requerimientos mucho mas altos de BAP y que la aparicién de
embriones somaticos solamente puede darse en presencia de altas
concentraciones de esta hormona, lo cual solamente reafirma el caracter

genotipo-dependiente del proceso embriogénico.

Los embriones observados surgieron de callos blancos cristalinos y de aspecto
granular, apareciendo inicialmente una estructura redondeada mas blanca que el
resto del tejido calloso, de la cual emergié un apice que pronto adquirié la forma
de hojas cotiledonares con formacién de clorofila por su coloracion verde.

Efecto de ANA y BAP sobre explantes de hojas cotiledonares de

lulo sin espinas

Los explantes cotiledonares de lulo sin espinas, mostraron un comportamiento
similar a los mismos explantes provenientes de lulo con espinas. El analisis de
varianza presento diferencias estadisticas altamente significativas entre dosis de
BAP para la variable formacion de callos y entre las dosis de ANA y BAP para la

variable enraizamiento de los explantes; no se presentaron diferencias
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estadisticas para las variables tamafio del callo ni para la presencia de
estructuras embrionarias. (Tabla 2).

Al comparar los promedios de formacion de callo, se observaron diferencias
estadisticas entre el porcentaje de callos con 1,3 uM BAP (100%) y el logrado con
13,0 uM de BAP (85,8%). En el porcentaje de enraizamiento de las hojas
cotiledonares, se presentaron diferencias estadisticas entre las dosis baja y
media de ANA (10,7uM y 21,5uM) que presentaron respectivamente 65,0% y
57,5%, y la dosis alta (48,3uM) que solamente permitié un 38,7% de explantes
enraizados; en la misma variable, la adicion de 1,3uM de BAP permitié un
enraizamiento de 68,3%, con diferencias estadisticas al compararse con la dosis

de 13,0 uM de BAP, que mostrd un 39,2% de enraizamiento.

Trabajos realizados por Matos et al. (1995), utilizando explantes foliares de
Capraria biflora, demostraron que la adicion de ANA (1,0 mg/L) fue suficiente para
inducir la formacion de callos y raices; cuando se adicion6 cinetina (0,1 mg/L) al
medio anterior, solamente se produjeron callos. Sin embargo, cuando se cambi6
la cinetina por BAP (1,0 mg/L) hubo formacion de callos, tallos y raices. Estos
resultados coinciden con los obtenidos en este trabajo y se comprueba la
influencia principal de ANA, solo y en combinacion con citocininas como el BAP,

en la induccion de callos y raices.

Aungue no se observaron diferencias estadisticas en cuanto a la formacion de
embriones, éstos tuvieron una frecuencia de aparicién que vario entre 7,5% en la
dosis baja de ANA 'y 2,5% en la dosis alta; los embriones aparecieron, como en el

lulo con espinas, de callos blancos cristalinos de apariencia granular.
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Tabla 2. Andlisis de varianza para las variables formacion de callo (%), tamafio de callo,
enraizamiento (%) y presencia de estructuras embrionarias (%) en hojas cotiledonares de
lulo sin espinas, cultivadas en medio MS con diferentes concentraciones de ANA y BAP.

CUADRADOS MEDIOS

FV GL CALLO(%) TAMANO ENRAIZ(%) ESTRUCT
DE CALLO EMBR. (%)

ANA 2 72,91 0,15 3656,25** 135,42"°

BAP 1 3010,41** 0,02Ms 12760,42** 10,42M°

Interaccién

ANAXBAP 2 72,9103 0,02Ms 260,41 10,42M°

Error 54 149,30 0,32 309,02 98,37

** Diferencias estadisticas altamente significativas
NS Sin diferencias estadisticas significativas

Segun Pascua et al., (2002) los procesos organogénicos in vitro, estan regulados
por un gran numero de factores, entre los cuales se destacan el genotipo, el
estado fisioldgico de la planta donante, el sitio de corte del explante, reguladores
de crecimiento, condiciones de iluminacion, temperatura, carbohidratos y
composicién mineral del medio; estos factores son los que estan determinando la
frecuencia de aparicién de callos, raices y estructuras embrionarias en lulo. Los
resultados observados en el presente trabajo, indican que el lulo es una planta
con bajos requerimientos hormonales para inducir organogénesis, ya que en
general, su mejor respuesta hormonal se presentd con dosis bajas de ANA y con
1,3 uM de BAP.

Efecto de ANA y BAP sobre hipocotilos de lulo con espinas

Cuando se utilizaron hipocotilos de lulo con espinas como explantes, todos los
tratamientos indujeron formacién de callos en ambas variedades de lulo; el
analisis de varianza para el tamafo de los callos, mostr6 diferencias estadisticas
altamente significativas entre dosis de ANA, de BAP y en la interaccion

ANAXBAP. Para la variable enraizamiento solamente se observaron diferencias
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entre dosis de ANA, mientras que las estructuras embrionarias se presentaron

esporadicamente en todos los tratamientos, sin diferencias entre ellos (Tabla 3).

La prueba de comparacion de medias para la interaccion ANAXBAP en el tamafio
de los callos, mostré que en la dosis baja (10,7uM) de ANA, los tratamientos con
BAP fueron estadisticamente similares, mientras que en la dosis media (21,5uM)
y en la dosis alta (48,3uM), el tamario de los callos con la dosis de 1,3uM de BAP
fue estadisticamente superior al tamafio de los callos obtenidos con una dosis de
13,0 uM de BAP (Figura 2).

En cuanto a la generacién de raices en los hipocotilos de lulo con espinas, el
mayor enraizamiento se dio con 10,7 uM de ANA (11,25%) con diferencias
estadisticas en comparacion con la dosis de 48,3 uM de ANA que inhibio

totalmente la generacion de raices en los hipocotilos cultivados (0%).

La aparicion de embriones en el medio con hormonas oscilé entre el 5% de los
contenedores con al menos una estructura (Tratamientos: 48,3uM ANA +1,3
HUMBAP; 10,7uM ANA+13,0uM BAP; 21,5uM ANA+13,0uM BAP) y 12,5% de
contenedores con al menos una estructura embrionaria (Tratamiento: 48,3uM
ANA +13,0uM BAP), con un promedio general en las combinaciones de 7,1%.

Tabla 3. Andlisis de varianza para las variables formacion de callo (%), tamafio de callo,

enraizamiento (%) y presencia de estructuras embrionarias (%) en hipocotilos de lulo con
espinas, cultivadas en medio MS con diferentes concentraciones de ANA y BAP.

CUADRADOS MEDIOS

FV GL
TAMARNO DE ENRAIZAMIENTO ESTRUCT
CALLO (%) EMBR. (%)
ANA 2 780,00** 656.25** 41,675
BAP 1 1706,67** 375,00 10,41N°
Interaccién
ANAXBAP 2 1326,66** 93,75"° 166,67\
Error 54 154,07 99,54 133,10

** Diferencias estadisticas al nivel del 99% de probabilidad
NS Sin diferencias estadisticas
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Los callos producidos presentaron una coloracién blanca, transparente o de color
crema, con apariencia gelatinosa y superficie granulosa o fina. Los embriones
observados se caracterizaron por poseer una base amplia de color mas blanco
gue el callo original, que se estrecha hacia el apice y la estructura radicular

inmersa en el cuerpo calloso (Figura 1).

Considerando que en el presente trabajo se estan evaluando explantes de hojas
cotiledonares, con células diferenciadas, el proceso de induccidon embriogénica
presenta una fase intermedia de callo, segun lo manifiestan Merkle et al., (1995).
Una vez se desarrolla el proceso, los embriones surgen a partir de una sola célula
o de varias, dependiendo del estado de las células colindantes. En el caso del
lulo, los embriones aparecieron y germinaron en el mismo medio de induccion,
por lo cual se los considera de caracter aberrante. Cuando se transfirieron los
callos a un medio sin hormonas, el crecimiento se detuvo y las estructuras
comenzaron un proceso de fenolizacion, debido posiblemente a la produccion de
altas cantidades de metabolitos secundarios, ya que cuando esta transferencia se
realizd6 en un medio liquido, las células del callo presentaron division celular y
aumento de volumen pero sin proliferacion de masas proembriogénicas (PEM) y
sin fenolizacion. Al parecer, la desdiferenciacion provocada por la adicion de ANA
y BAP al medio de cultivo, gener6é un alto porcentaje de células sin induccion

embriogénica.
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Figura 2. Efecto de la interaccion ANAXBAP sobre el tamafio relativo de los callos
formados en hipocotilos de lulo con espinas cultivados en medio MS. (En cada
concentracion, barras con letras similares no presentaron diferencias significativas. Pr>|t|
0=0,05). (ANA1=10,7uM; ANA2=21,5 uM; ANA3=48,3uM; BAP1=1,3uM; BAP2=13,0 uM).

Efecto de ANA y BAP sobre hipocotilos de lulo sin espinas

Cuando los explantes fueron hipocotilos de lulo sin espinas, se observé un
comportamiento similar al de los hipocotilos con espinas. Todos los tratamientos
indujeron callosidades cristalinas o gelatinosas, algunas de apariencia granular,
de colores blanco a crema. En lo que respecta al enraizamiento de los explantes,
se observaron diferencias estadisticas entre las dosis de ANA, mientras que en el
tamafno de los callos, las diferencias se presentaron entre dosis de BAP. No se
presentaron diferencias entre los tratamientos cuando se evalué la aparicion de

estructuras embriogénicas (Tabla 4).
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Tabla 4. Andlisis de varianza para las variables formacion de callo (%), tamafio de callo,
enraizamiento (%) y presencia de estructuras embrionarias (%) en hipocotilos de lulo sin
espinas, cultivadas en medio MS con diferentes concentraciones de ANA y BAP.

CUADRADOS MEDIOS

FV GL
TAMARNO DE ENRAIZAMIENTO ESTRUCT
CALLO (%) EMBR. (%)
ANA 2 106.66"° 541.66 ** 93.75"°
BAP 1 2666.66** 41.66N° 41.66NS
Interaccion
ANAXBAP 2 186.66"° 41.66N° 72,918
Error 54 167,40 74,07 159,72

** Diferencias estadisticas al nivel del 99% de probabilidad

NS Sin diferencias estadisticas

La prueba de comparacion de medias para la variable enraizamiento permitio
establecer que la adicion de 10,7uM de ANA indujo un mayor enraizamiento de
los hipocotilos (10,0%), con diferencias estadisticas significativas respecto a las
dosis de 21,5uM y 48,3uM, que permitieron 2,5% y 0% de hipocotilos con

presencia de raices, respectivamente.

El efecto decreciente sobre la variable enraizamiento, observado al incrementar
las concentraciones de ANA, coincide con los resultados de Uribe et al. (2012),
quienes hicieron las mismas observaciones trabajando con anturios; la inhibicion
del enraizamiento con dosis altas de ANA se debe posiblemente a la mayor
estabilidad en el medio de cultivo de esta hormona, que la hace resistente a la
degradacion bioldgica y a la foto-oxidacién, requiriéndose menores cantidades en
el medio (Latsague et al., 2009).

El analisis del efecto de la adicion de BAP sobre el tamafio de los callos, permitid
establecer que con la dosis baja (1,3uM) se obtienen mayores tamafos relativos
de callo (62,0%) en comparacién con la dosis alta de BAP (13,0uM) que permitio
un tamafio relativo del 48,7%. Tanto la formacion como el tamafio de los callos,
puede explicarse, segun Suarez et al. (2011), en los cambios ocurridos en las

células del parénquima vascular, que son sefiales que orientan el destino celular
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hacia la formacion de agregados celulares inducidos por las diferentes

concentraciones hormonales.

La aparicion de estructuras embrionarias en cultivos de hipocotilos de lulo sin
espinas, mostrd6 mayores promedios que en el lulo con espinas y los promedios
de los tratamientos oscilaron entre 15% en el tratamiento ANA (10,7 uM) + BAP
(13,0 uM) y 7,5% en los tratamientos ANA (21,5 uM) + BAP (13,0 uM) y ANA
(48,3 uM) + BAP (1,3 pM). Estas estructuras se originaron en callos de color
blanco brillante, de apariencia granular; los embriones presentaron una forma
redondeada con la aparicion de un apice que posteriormente dio origen a las

hojas cotiledonares (Figura 1).

En general, se puede afirmar que la adiciéon de ANA (10,7uM) y BAP (1,3uM) al
medio de cultivo MS, indujo en hojas cotiledonares e hipocotilos, la proliferacion
de raices y formacion de callos en todos los explantes; la aparicién de estructuras
embriogénicas que germinaron en el medio inicial de cultivo adicionado con
hormonas, permite considerarlas como embriones aberrantes;, no se detectd un
efecto significativo del BAP en la embriogénesis, como lo observaron Mir et al.,
(2008) en berenjena, en donde la interaccion ANA y BAP mejor6 ostensiblemente
la frecuencia de la embriogénesis somatica; sin embargo, Gleddie et al. (1983),
también reportan que las citoquininas inhiben la respuesta embriogénica de la
berenjena al ANA, lo cual confirma las sutiles diferencias en las respuestas
embriogénicas, debidas posiblemente a los diferentes balances hormonales

endogenos de los genotipos.

Efecto de las concentraciones de ANA, cinetina y sacarosa en el
crecimiento de explantes de lulo con espinas (CE)

Hojas cotiledonares. El empleo de hojas cotiledonares de lulo con espinas
determind la presencia de interacciones ANA*Cinetina y ANA*Sacarosa en la
formacion de raices y de ANA*Cinetina y Cinetina*Sacarosa en la formacion de

callos; en la aparicion de estructuras embrionarias se observo la interaccion
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ANA*Cinetina; como efectos simples, los tres factores incidieron
significativamente en la formacién de raices, cinetina en la formacion de callos, y
ANA y cinetina en la induccion de estructuras embrionarias, después de 30 dias

de incubacion (Tabla 5)..

En la formacion de raices se observo una disminucién progresiva del porcentaje
de explantes enraizados, con el incremento en la concentracion de ANA; la
cinetina ejercié fuerte influencia en las dosis bajas de ANA (19,8 uM),
presentdndose diferencias estadisticas entre el mayor porcentaje de explantes
enraizados sin la adicién de cinetina y el observado con cinetina (13,9 uM); con
31,9 uM de ANA, también se redujo significativamente el porcentaje de explantes
enraizados con la aplicacion de cinetina; sin embargo, con la dosis alta de ANA
(50,0 uM), el efecto de la aplicacién de cinetina no fue significativo, ya que con o

sin cinetina, el enraizamiento fue reducido (Figura 3).

La concentracién de sacarosa tuvo un comportamiento diferente; con una baja
concentracion de ANA, el mayor enraizamiento se observdé con 58,4 uM de
sacarosa, mientras que con la dosis media de ANA el mayor porcentaje de
explantes enraizados se obtuvo con 263,1 uM de sacarosa; con la mayor
concentracion de ANA, el efecto de la concentracion de azucar no fue significativo
(Figura 3).
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Tabla 5. Analisis de varianza para las variables formacion de callo (%), enraizamiento (%)
y presencia de estructuras embrionarias (%) en explantes de hojas cotiledonares de lulo
con espinas, cultivadas en medio MS con diferentes concentraciones de ANA, Cinetina y

Sacarosa.
CUADRADOS MEDIOS

FV GL FORMACION  ENRAIZAMIENTO  ESTRUCT

DE CALLO (%) EMBR. (%)
ANA 2 1821,56"° 13895,68** 6171,87**
CINETINA 1 8018,00* 8696,60* 13203,12**
SACAROSA 2 1746,45N° 834,96* 416,66"°
ANA*CINETINA 2 3359,30* 1401,70** 3359,37**
ANA* SACAROSA 4 1319,55M° 749,60* 338,54"°
CINET*SACAROSA 2 2986,83* 283,17 416,56"°
ANA*CINET*SACAR 4 643,10M° 340,37 651,04"°
ERROR 54 704,69 228,31 211,22

** Diferencias estadisticas al nivel del 99% de probabilidad
* Diferencias estadisticas al nivel del 95% de probabilidad
NS Sin diferencias estadisticas

Con las concentraciones bajas y altas de ANA, la cinetina no present6 un efecto
significativo, sobre el porcentaje de hojas cotiledonares con formacion de callo,
pero en la dosis media, los explantes que crecieron en ausencia de cinetina
presentaron mayor induccion de callos que los obtenidos en medio MS con
cinetina (Figura 4). En la interaccién Cinetina*sacarosa, se evidencié que en el
medio sin cinetina, la influencia de la concentracion de sacarosa no fue
significativa, mientras que en el medio con cinetina, la concentracion media de
sacarosa (58,4 uM), indujo una mayor produccion de explantes con presencia de

callo (Figura 4).
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Figura 3. Efecto de diferentes concentraciones de ANA, Cinetina y sacarosa en medio de
cultivo MS, sobre el porcentaje de hojas cotiledonares enraizadas; 1) Interaccién
ANA*Cinetina; 2) Interaccion ANA*Sacarosa (En cada concentracion, barras con letras
similares no presentaron diferencias significativas. Pr>|t| a=0,05). (ANA1=19,8uM;
ANA2=31,9 uM; ANA3=50,0 pM; CINO=0 pM; CIN1=13,9 uM; SACA1=14,6 uM;
SACA2=58,4 uM; SACA3=263,1 uM).

En la formacion de callos y en su proliferacion, el regulador de crecimiento y la
concentracion de éste en el medio de cultivo, juegan un papel definitivo;
reguladores como el 2,4-D y ANA son los mas utilizados, por sus efectos
significativos en la elongacién celular, expansion de los tejidos y formacion de
callos en altos porcentajes ( Quifionez et al., 2008); generalmente en la mayoria
de las especies que se cultivan in vitro, la ausencia alguna de estas auxinas hace
gue la frecuencia de formacién de callo sea muy reducida o que no se presente
(Matos, 2007).
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Figura 4. Efecto de diferentes concentraciones de ANA, Cinetina y sacarosa en medio de
cultivo MS, sobre el porcentaje de hojas cotiledonares con induccion de callo; a)
Interaccion ANA*Cinetina; b) Interaccion Cinetina*Sacarosa. (ANA1=1,98uM; ANA2=31,9
UM; ANA3=50,0 uM; CINO= sin cinetina; CIN1=13,9 uM; SAC1=14,6 uM; SAC2=58,4 uM;
SAC3=263,1 uM). (En cada concentracién, barras con letras similares no presentaron
diferencias significativas. Pr>|t| a=0,05).

La adicion de cinetina al medio de cultivo redujo la induccién de embriones
somaticos cuando interactué con ANA; con 19,8 uM de ANA, con o sin cinetina,
no se formaron embriones, mientras que con 31,9 uM y 50,0 uM de ANA, se
observaron embriones en el 43,7% y 50% de los explantes, respectivamente, con
diferencias significativas respecto a los mismos tratamientos de ANA,

suplementados con 13,9 puM de cinetina (Figura 5).

La presencia de estructuras embrionarias, se caracterizé por la formacion inicial
de zonas callosas de color blanco en las regiones basales de las hojas
cotiledonares, callos blancos, de textura gelatinosa de apariencia granular; el
embrién aberrante siempre se inici6 con una estructura de base ensanchada,
conformando el apice caulinar y dando origen a las hojas cotiledonares, con un

sistema radicular inmerso en el callo (Figura 6).
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Figura 5. Efecto de la adicion de cinetina sobre la accion de diferentes concentraciones
de ANA (en medio MS), en la aparicion de estructuras embrionarias sobre explantes de
hojas cotiledonares de lulo con espinas. (ANA1=1,98uM; ANA2=31,9 uM; ANA3=50,0
UM; CINETO= sin cinetina; CINET1=13,9 uM). (En cada concentracion, barras con letras
similares no presentaron diferencias significativas. Pr>|t| a=0,05).

Igual que en este estudio, Chakravarthi et al., (2009) han reportado éxitos
recientes al obtener embriogénesis soméatica en S. trilobatum, utilizando ANA o
IAA y BAP o Cinetina, solas o en combinacion, con diferentes explantes como
nudos, hojas, apices y segmentos internodales. La adicién de Cinetina sola, al
medio de cultivo MS vy utilizando hojas cotiledonares como explantes produjo
menos del 30% de embriogénesis, observando mayores porcentajes al utilizar
hojas cotiledonares abiertas (28%) en comparacion con la utilizacion de
cotiledones no abiertos (26%). Estos valores maximos los observaron con una

concentracion de 13,95 pyM de Cinetina.
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Figura 6. Estructuras embrionarias desarrolladas sobre explantes foliares de lulo con
espinas (CE) obtenidas en medio MS con adicion de diferentes concentraciones de
sacarosa, ANA y Cinetina; a) obsérvese el aspecto granular y gelatinoso de los callos con
ANA(31,9uM) + sacarosa(58,4uM); b) embriones aberrantes con sistema radicular con
ANA(31,9uM) +Cinetina(13,9uM) + sacarosa (263,1uM); ¢) embrion en medio de cultivo
con ANA(50uM) + sacarosa (58,4uM); d) tejido embrionario subcultivado en el medio
béasico (MS), suplementado con niveles bajos de fitoreguladores.

Hipocotilos. Cuando los explantes fueron hipocotilos, se observaron
interacciones en la formacién de raices entre ANA*cinetina y Cinetina*sacarosa;
en la aparicion de callos se presentaron interacciones ANA*cinetina, mientras que
en la presencia de estructuras embrionarias interactuaron ANA*Cinetina y
ANA*sacarosa. Los tres factores analizados como factores simples, incidieron en
la formacion de raices y estructuras embrionarias mientras que solamente la

sacarosa influyé en la induccion de callos (Tabla 6).
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Tabla 6. Analisis de varianza para las variables formacion de callo (%), enraizamiento (%)
y presencia de estructuras embrionarias (%) en hipocotilos de lulo con espinas,
cultivados en medio MS con diferentes concentraciones de ANA, Cinetina y Sacarosa.

CUADRADOS MEDIOS

FV GL FORMACION  ENRAIZAMIENTO  ESTRUCT
DE CALLO (%) EMBR. (%)
ANA 2 1275,93"° 7132,22*%* 1154,51**
CINETINA 1 1724,80N° 15438,17** 703,12**
SACAROSA 2 7281,65** 6664,32** 633,68**
ANA*CINETINA 2 3109,08* 1808,63* 807,29**
ANA* SACAROSA 4 2363,53"° 739,26M° 282,11*
CINET*SACAROSA 2 680,66"° 1758,57* 78,12N8
ANA*CINET*SACAR 4 547,74"° 1047,26"° 533,85**
ERROR 54 885,28 458,28 78,12

** Diferencias estadisticas al nivel del 99% de probabilidad
* Diferencias estadisticas al nivel del 95% de probabilidad
NS Sin diferencias estadisticas

Se observo inhibicion en la formacion de raices cuando se incluyé cinetina en el
medio de cultivo, especialmente en las dosis media (31,9 uM) y alta de ANA (50,0
UM); esta misma condicién se observé en las combinaciones de sacarosa (263,1
uM) y ANA (19,8 uM) y con sacarosa (14,6 uM) y ANA (58,4 uM). La interaccion
entre cinetinas y sacarosa mostro efecto inhibitorio de la Cinetina en la formacion
de raices, cuando se aplicé con con altas concentraciones de sacarosa (260 uM)
(Figura 7).
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Figura 7. Induccién de raices en hipocotilos de lulo con espinas, con la adicion de
diferentes concentraciones de ANA, Cinetina y Sacarosa; 1) interaccion ANA*Cinetina y
2) Interaccion Cinetina*sacarosa. (ANA1=1,98 uM; ANA2=31,9 uM; ANA3=50,0 uM;
CINO= sin cinetina; CIN1=13,9 uM; SAC1=14,6 uM; SAC2=58,4 uM; SAC3=263,1 uM).
(En cada concentracion, barras con letras similares no presentaron diferencias
significativas. Pr>|t| a=0,05).

La formacion de callos en los hipocotilos, con la aplicacion de los fitorreguladores
ANA y Cinetina en sus diferentes combinaciones, fue alta, y solamente se
determinaron diferencias estadisticas, entre los porcentajes de explantes con
callo observados en la concentracién media (79,3%) y baja (77,9%) de sacarosa,
con los porcentajes de hipocotilos con formacion de callo, obtenidos con alta
concentracion de sacarosa (52,6%). Esto concuerda con lo expresado por
Tisserat (1985) en el sentido de que la produccion de callos esta relacionada
directamente con la adicion de auxinas al medio de cultivo, respuesta que puede
incrementarse con la combinacion de auxinas y citocininas; igualmente Solange
et al., (2002) afirman que la ausencia de reguladores en el medio de cultivo inhibe
la formacion de callos en comparacion con tratamientos en los que se adicionaron

auxinas como 2,4-D, IBA y ANA en presencia de BAP.

En cuanto a la aparicion de estructuras embrionarias, evaluadas a partir de los 30

dias de incubacion, los mayores porcentajes de explantes con embriones (25%),



64 Estudios orientados a la regeneracion de plantas de lulo (Solanum quitoense
Lam.) a través de la embriogénesis somatica

se obtuvieron con la dosis media de ANA, sin adicion de cinetina; la misma dosis
presentd un porcentaje de embriones superior con la dosis media (25%) y alta
de sacarosa (18%) (Figura 8). Igual que con los explantes de hojas cotiledonares,
los embriones de hipocotilos se originaron en callos blancos, brillantes, con
apariencia gelatinosa, granular y de consistencia friable, con bases amplias,
redondeadas, que se estrechan hacia el 4pice caulinar, sumergidos en el cuerpo

calloso (Figura 9).
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Figura 8. Formacion de embriones con la adicién de diferentes concentraciones de ANA,
Cinetina y Sacarosa; 1) interaccion ANA*Cinetina y 2) Interaccion ANA*Sacarosa.
(ANA1=1,98 pM; ANA2=31,9 uM; ANA3=50,0 uM; CINO= sin cinetina; CIN1=13,9 uM,;
SAC1=14,6 uM; SAC2=58,4 uM; SAC3=263,1 uM). (En cada concentracién, barras con
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letras similares no presentaron diferencias significativas. Pr>|t| a=0,05).
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Figura 9. Desarrollo de las estructuras embrionarias observadas en hipocotilos de lulo
con espinas (CE) obtenidas en medio MS suplementadas con ANA y sacarosa; a)
aspecto de callos obtenidos con ANA(31,9uM) + sacarosa(50uM); b) embriones
observados con ANA(31,9uM) + sacarosa (10uM); c) embrién desarrollado en medio con
ANA(31,9uM) + sacarosa (10uM); d) embrion inducido con ANA(31,9uM) +
sacarosa(260uM).

La concentracion de sacarosa juega un rol importante en la embriogénesis
somatica del lulo; como se observo en este estudio y como lo reportan Merkle y
Parrot (1985), altas concentraciones de sacarosa, sorbitol o ABA, inducen en las
células estrés hidrico durante la induccion y crecimiento del callo embriogénico.
Los mismos autores afirman que durante el estado de estrés, las células
acumulan proteinas y carbohidratos que favorecen el desarrollo de las células
embriogénicas e iniben la germinacion precoz de los embriones sométicos; esta
ultima afirmacién no concuerda con el comportamiento observado en lulo, ya que
aun con altas concentraciones de sacarosa (263,1 uM), los embriones se
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germinaron en el medio suplementado con hormonas, originando embriones
aberrantes de germinacion precoz. Ademas, es posible que, como lo afirman
Arahana et al., (2010), callos con potencial embriogénico, no pudieran formar
embriones por falta de una concentracion adecuada de sacarosa, que permitiera

la acumulacién de nutrientes a nivel celular.

Efecto de ANA, cinetina y sacarosa en el crecimiento de

explantes de lulo sin espinas (SE)

Hojas cotiledonares. Los resultados obtenidos con lulo sin espinas fueron
bastante similares a los obtenidos con lulo con espinas. Los tratamientos
analizados no mostraron diferencias estadisticas en cuanto a la formacion de
callos, pero el enraizamiento de hojas cotiledonares fue influenciado por los tres
factores estudiados y por la interaccion ANA*sacarosa; la induccion de
estructuras embrionarias estuvo determinada por el efecto de ANA, cinetina,
sacarosa y por las interacciones ANA*cinetina, ANA*sacarosa y cinetina*sacarosa
(Tabla 7).

La formacion de callos en los explantes de hojas cotiledonares fue alta y oscilé
entre 75,2% con la dosis baja de ANA (19,8 uM) y 82,8% cuando se aplico la
dosis media (31,9 uM) sin diferencias estadisticas en ninguno de los factores
analizados. El porcentaje de explantes enraizados fue mayor sin la adicién de
cinetina; las concentraciones de sacarosa no afectaron los porcentajes de
enraizamiento con la dosis baja de ANA, pero en las dosis media y alta, las
mayores concentraciones de sacarosa redujeron significativamente el

enraizamiento (Figura 10)



Efecto del nimero de subcultivos sobre la variabilidad somatica de plantulas 67
obtenidas por embriogénesis somatica de lulo (Solanum quitoense Lam.)

Tabla 7. Analisis de varianza para las variables formacion de callo (%), enraizamiento (%)
y presencia de estructuras embrionarias (%) en hojas cotiledonares de lulo sin espinas,
cultivados en medio MS con diferentes concentraciones de ANA, CINETINA vy
SACAROSA.

CUADRADOS MEDIOS

FV GL FORMACION  ENRAIZAMIENTO  ESTRUCT
DE CALLO (%) EMBR. (%)
ANA 2 378,54"° 4025,06** 1204,75**
CINETINA 1 375,83 6410,89** 520,03**
SACAROSA 2 903,16M° 7392,43** 2230,79**
ANA*CINETINA 2 466,16"° 446,845 430,44*
ANA* SACAROSA 4 952,55"° 1674,93** 534,18**
CINET*SACAROSA 2 1707,00M° 340,17 414,82**
ANA*CINET*SACAR 4 839,68"° 116,50M 401,02*
ERROR 54 793,33 188,54 45,37

** Diferencias estadisticas al nivel del 99% de probabilidad
* Diferencias estadisticas al nivel del 95% de probabilidad
NS Sin diferencias estadisticas

La formacion de estructuras embrionarias en explantes de hojas cotiledonares de
lulo sin espinas, permitio determinar que con dosis baja de ANA (19,8uM), la
aparicion de embriones es reducida (5,7%) y fue menor cuando se adicioné
Cinetina (2,1%); esta frecuencia embriogénica se disparé con 31,9uM de ANA a
20,83%, pero se redujo significativamente cuando se adiciond cinetina al 6,2%.
Sin embargo, cuando se adiciond la dosis alta de ANA (50,0 uM), la frecuencia de
aparicién de embriones fue de 16,7% y se increment6 con la adicion de Cinetina a

18,75%, sin diferencias estadisticas significativas (Figura 11a).
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Figura 10. Enraizamiento de hojas cotiledonares de lulo sin espinas con la adiciéon de
diferentes concentraciones de ANA, Cinetina y Sacarosa; 1) interaccion ANA*Cinetina y
2) Interaccion ANA*Sacarosa. . (ANA1=1,98 uM; ANA2=31,9 uM; ANA3=50,0 uM; CINO=
sin cinetina; CIN1=13,9 uM; SAC1=14,6 uM; SAC2=58,4 uM; SAC3=263,1 uM). (En cada
concentracion, barras con letras similares no presentaron diferencias significativas. Pr>|t|
a=0,05).

Las concentraciones de sacarosa también afectaron la respuesta embriogénica
de los explantes cotiledonares de lulo sin espinas a la incorporacién de diferentes
concentraciones de ANA en el medio de cultivo. Las mayores frecuencias de
aparicion de estructuras embrionarias se observaron con la dosis media de ANA 'y
media y alta de sacarosa (18,7% y 21,9%, respectivamente) y con la dosis alta de
ANA y dosis alta de sacarosa con un 31,25% de estructuras embriogénicas
(Figura 11b).
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Figura 11. Efecto de diferentes concentraciones de ANA, cinetina y sacarosa sobre la
frecuencia de induccidn de estructuras embriogénicas, en hojas cotiledonares de lulo sin
espinas; 1) Interaccion ANA*Cinetina y 2) Interaccion ANA*Sacarosa. (ANA1=1,98 uM;
ANA2=31,9 uM; ANA3=50,0 pM; CINO= sin cinetina; CIN1=13,9 uM; SAC1=14,6 uM;
SAC2=58,4 uM; SAC3=263,1 uM). (En cada concentracién, barras con letras similares no
presentaron diferencias significativas. Pr>|t| a=0,05).

Hipocotilos. La respuesta de los explantes hipocotilos a las adiciones de ANA y
Cinetina y diferentes concentraciones de sacarosa en el medio de cultivo MS,
mostré diferencias estadisticas para las concentraciones de ANA, Cinetina y
sacarosa, asi como para la interaccion Cinetina*Sacarosa en la formacion de
raices; la aplicacion de ANA y Cinetina, presentd diferencias estadisticas en la
formacién de callos, mientras que en la formacion de embriones, se observaron
efectos significativos de ANA, Cinetina, Sacarosa y de las interacciones

ANA*cinetina y Cinetina*Sacarosa (Tabla 8).

El analisis del efecto de la aplicaciéon de diferentes dosis de ANA en la formacién
de callos en los explantes de hipocotilo presenté diferencias estadisticas
significativas entre la dosis baja (89,0%) y la dosis alta (76,6%); de igual manera,
la aplicacion de cinetina redujo la induccion de callo en los hipocotilos con un
74,5% y con diferencias estadisticas cuando se comparé con el testigo sin

cinetina, que present6 un 93,9% de callos.
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Tabla 8. Analisis de varianza para las variables formacion de callo (%), enraizamiento (%)
y presencia de estructuras embrionarias (%) en hipocotilos de lulo sin espinas, cultivados
en medio MS con diferentes concentraciones de ANA, CINETINA y SACAROSA.

CUADRADOS MEDIOS

FV GL

FORMACION  ENRAIZAMIENTO ESTRUCT

DE CALLO (%) EMBR. (%)

ANA 2 1052,56* 7332,87** 327,69**
CINETINA 1 6749,28** 2744,17** 1353,33**
SACAROSA 2 114,82 10961,97** 288,62**
ANA*CINETINA 2 76,56N° 43,39 171,44*
ANA* SACAROSA 4 753,31N° 725,735 96,57"°
CINET*SACAROSA 2 476,63\ 1188,45* 236,54*
ANA*CINET*SACAR 4 1376,17** 416,90N° 155,16*
ERROR 54 328,59 305,42 51,35

** Diferencias estadisticas al nivel del 99% de probabilidad
* Diferencias estadisticas al nivel del 95% de probabilidad
NS Sin diferencias estadisticas

En cuanto a la formacién de raices en los explantes hipocotilos, se observo un
mayor enraizamiento con la dosis baja de ANA (58,7%) con respecto a la dosis
alta que mostré un 24,9%; no se presentaron diferencias estadisticas entre las
dosis baja y media (34,2%) de ANA. El anadlisis de la interaccion
Cinetina*Sacarosa, permitié determinar que en presencia de cinetina, la menor
concentracion de sacarosa permiti6 una mayor frecuencia de callos (55,5%) con
diferencias estadisticas respecto a las concentraciones media (14,65%) y alta
(29,1%); igualmente, la concentracion media permiti6 un menor enraizamiento
gue la concentracién alta; en ausencia de Cinetina, la menor concentracion de
sacarosa permiti6 mayor enraizamiento (72,3%) que la concentracibn media
(38,3%) y que la concentracién alta (25,7%), con diferencias estadisticas

significativas (Figura 12).

Estudios realizados por Mir et al., (2008) en S. melongena, mostraron que los
hipocotilos, en especial su region apical, son los explantes mas eficientes en su
respuesta a la regeneracién de plantas con un 46,39%, mientras que las hojas

cotiledonares presentaron 44,87% y las raices solo un 6,32%, resultados que
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concuerdan igualmente con los observados por Sharma y Rajam (1995) en la

misma especie vegetal y con Kintzios et al., (2000) en Capsicum annuum.
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Figura 12. Efecto de la interaccion Cinetina*Sacarosa sobre el enraizamiento de
hipocotilos de lulo sin espinas; CINETO= sin cinetina; CINET1=13,9 uM; SAC1=14,6 uM;
SAC2=58,4 uM; SAC3=263,1 uM). (En cada concentracién, barras con letras similares no
presentaron diferencias significativas. Pr>|t| a=0,05).

Cada uno de los factores estudiados (ANA, cinetina y sacarosa), afectaron
significativamente el porcentaje de aparicion de embriones somaticos aberrantes
en el medio, con interaccion entre ANA y cinetina y entre cinetina y sacarosa. En
todas las concentraciones de ANA, la adicion de cinetina, redujo
significativamente la presencia de embriones, con excepcion de la dosis baja de
ANA; con las concentraciones de 31,9 uM y 50 uM de ANA se obtuvieron los
mayores porcentajes de embriones somaticos (16,17% y 10,4%), con una amplia
reduccion cuando estas dosis se acomparfaron con la aplicacion de Cinetina
(2,1% y 3,2%). La interaccion cinetina*sacarosa solo mostro un efecto muy
significativo de la sacarosa cuando no se aplico cinetina, observandose un mayor
porcentaje de embriones somaticos con 50uM y 260uM de sacarosa (12,5% y

15,6%, respectivamente), en el medio MS (Figura 13).
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Figura 13. Efecto de diferentes concentraciones de ANA, cinetina y sacarosa, sobre la
frecuencia de hipocotilos de lulo sin espinas (%) que mostraron induccion de embriones
somaticos. (ANA1=1,98 uM; ANA2=31,9 uM; ANA3=50,0 uM; CINO= sin cinetina; CIN1=13,9
uM; SAC1=14,6 uM; SAC2=58,4 uM; SAC3=263,1 uM). (En cada concentracion, barras con
letras similares no presentaron diferencias significativas. Pr>|t| a=0,05).

Los embriones somaticos, igual que en el lulo con espinas se originaron en callos
con apariencia friable, de color blanco a crema y con apariencia granular; los
embriones, que germinaron en el medio de induccion, presentaron ensanchamiento
basal que culmina en el 4pice donde comienzan a emerger los cotiledones y en la
parte distal la radicula crece a través del callo sin alcanzar una completa
independencia durante su desarrollo inicial (Figura 14). La aparicion de embriones
somaticos en el medio de induccion, confirma el caracter recalcitrante del lulo y la
presencia de pocas células embriogénicas en medio de células diferenciadas; estas
observaciones concuerdan con Santos y Fevereiro (2000), cuando expressan gue en
un mismo callo, pueden coexistir células con capacidad embriogénica y células no
embriogénicas. Segun Gonzalez et al. (2005), las células embriogénicas proceden
de células meristematicas y de su division en tejidos meristematicos especificos,
conformados por células permanentemente embrionarias.

Cuando se eliminaron del medio los reguladores, los callos se fenolizaron y
posteriormente se necrosaron, sin obtener la proliferacion celular y formacion de
estructuras embrionarias esperada, lo cual hace evidente la ausencia de
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volumenes significativos de células embrionarias en el tejido, fallando en este
caso la etapa inductiva con la adicibn de ANA, Cinetina y diferentes
concentraciones de sacarosa, probadas como eficientes en la induccion
embriogénica de otras especies solanaceas como S. melongena (Kantharajah y
Golegaonkar, 2004; Matsuoka e Hinata, 1979), Solanum tuberosum (JayaSree et
al., 2001), S. betacea (Arahana et al., 2011) y Lycopersicon esculentum (Chandel
y Katiyar, 2000); se corrobora con estos resultados, lo expresado por Litz y Gray
(1995) en el sentido de que los patrones de respuesta de los tejidos, estan
determinados epigenéticamente y estan influenciados por el estado de desarrollo
de la planta donante.

SE-ANA(19,8M)+SACA(50pM)
D

SE-ANA(50pM)+SAC(50uM) ' SE-ANA(31,9uM)+SACA(260pM)

Figura 14. Observacion del desarrollo de callos, raices y embriones somaticos inducidos
en hipocotilos de lulo sin espinas (SE) en medio MS con adicién de diferentes
concentraciones ANA y sacarosa. A) Callo y raices; B y C) callos con estructura
embrionaria. D) Embrién tipo torpedo y embrién germinado, separados del callo de
formacion.
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Conclusiones

En condiciones de oscuridad, 25+2°C y utilizando el medio de cultivo Murashige y

Skoog, se pudo establecer las siguientes conclusiones:

El lulo puede considerarse una especie recalcitrante que no responde
adecuadamente a protocolos exitosos para la obtencion de embriogénesis
somatica en otras solanaceas; en todos los tratamientos se observé una baja

frecuencia de embriones germinados en el mismo medio de induccion.

La dosis baja de ANA (10,7 uM), indujo el mayor porcentaje de callos en hojas
cotiledonares de lulo con y sin espinas; este porcentaje decreci6 al incrementarse
la concentracion hormonal. Similar comportamiento se observo al incrementar la
dosis de BAP.

Cuando los explantes fueron hipocotilos, el tamafio de los callos se disminuyé con
la adicion de 13,0 uM de BAP y ANA (21,5 uM y 48,3 uM); igualmente, el
enraizamiento de los explantes sufri6 una reduccion significativa con el

incremento de las dosis de ANA.

La adicidn de dosis crecientes de ANA en el medio de cultivo MS, con explantes
de hojas cotiledonares e hipocotilos de lulo con espinas, produjo la reduccion del
enraizamiento de los explantes; de igual manera, la adicion de 13,0 uM de

cinetina redujo significativamente la induccion de raices.

Cuando se utilizaron hojas cotiledonares de Iulo con espinas, las mayores
frecuencias de estructuras embrionarias se observaron en el medio de induccion
con adiciones de ANA (31,9 uM y 50uM) y sacarosa (50 uM y 260 uM), 30 dias
después de la siembra, los cuales son de facil reproduccion en medio MS. Igual

resultado se obtuvo con hipocotilos y la adicion de ANA (31,9 uM) + sacarosa
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(58,4 uM y 263,1 uM). En ambos tipos de explante, la adicién de Cinetina redujo

la formacion de estas estructuras.

La induccion de raices en hojas cotiledonares e hipocotilos de lulo sin espinas fue
mayor con ANA (19,8 uM); en el primer explante, el enraizamiento se redujo
significativamente con la adicion de Cinetina (13,9 pM) y con dosis altas de
sacarosa (58,4 uM y 263,1 uM).

Los explantes de hojas cotiledonares e hipocotilos de lulo sin espinas, indujeron
los mayores porcentajes de formacién de embriones cuando el medio MS se
suplementé con ANA (31,9 puM) sin Cinetina y con altas concentraciones de

sacarosa en el medio (263,1 uM).

La eliminacion de los contenidos hormonales del medio de cultivo, causoé
detencién del crecimiento y necrosis de los callos, eliminando totalmente la

posibilidad de obtener un proceso embriogénico recurrente.
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esultado se obtuvo con hipocotilos y la adicién de ANA (31,9 uM) + sacarosa
(58,4 uM y 263,1 uM). En ambos tipos de explante, la adicion de Cinetina redujo

la formacién de estas estructuras.

La induccion de raices en hojas cotiledonares e hipocotilos de lulo sin espinas fue

mayor con ANA (19,8 uM); en el primer explante, el enraizamiento se redujo
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significativamente con la adicion de Cinetina (13,9 pM) y con dosis altas de
sacarosa (58,4 uM y 263,1 uM).

Los explantes de hojas cotiledonares e hipocotilos de lulo sin espinas, indujeron
los mayores porcentajes de formacion de embriones cuando el medio MS se
suplementé con ANA (31,9 uM) sin Cinetina y con altas concentraciones de

sacarosa en el medio (263,1 uM).

La eliminacion de los contenidos hormonales del medio de cultivo, causé
detencién del crecimiento y necrosis de los callos, eliminando totalmente la

posibilidad de obtener un proceso embriogénico recurrente.
Agradecimientos.

Los autores desean expresar su gratitud a la Universidad Nacional de Colombia,
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Iglesias y Jesus Alegre por su muy acertada orientacion.



3.Efecto del numero de subcultivos sobre la
variabilidad somatica de plantulas
obtenidas por embriogénesis somatica de
lulo ( Solanum quitoense Lam.)

Resumen

A pesar de la importancia que tiene el lulo como frutal de clima medio y frio
moderado, los multiples problemas, principalmente de tipo sanitario y la ausencia
de cultivares resistentes o tolerantes a enfermedades, hacen que su cultivo sea
cada vez menos atractivo para los productores. La implementacion de un paquete
tecnoldégico que involucre la creacion de nuevos y mejores cultivares, requiere
estudiar protocolos de regeneracion de plantas que garanticen el mantenimiento
de la fidelidad genética del cultivar producido. La embriogénesis somatica y la
multiplicacion in vitro de plantas son aspectos que deben establecerse, para la
implementacion de programas de mejoramiento sostenibles. Con el objeto de
analizar estos procesos y su efecto sobre la variabilidad genética de plantulas de
lulo con espinas (S. quitoense var. septentrionale y sin espinas (S. quitoense var.
quitoense) se planted el presente estudio que, mediante el empleo de plantas
regeneradas por via de embriogénesis soméatica, se sometieron a diferente
namero de subcultivos. La variabilidad se evaluo utilizando marcadores
microsatélites amplificados al azar (RAMs). Se analizaron siete cebadores que
generaron un patron de 115 bandas en lulo con espinas y 110 en lulo sin espinas.
En lulo con espinas se obtuvo una heterocigosidad insesgada de 0,24 y un
polimorfismo del 56,5%, con una distancia minima (0,13) entre los tratamientos
con un subcultivo (control) y con cinco subcultivos y maxima (0,51) entre el
control y el tratamiento con seis subcultivos. En lulo sin espinas la
heterocigosidad insesgada fue de 0,18 con un polimorfismo de 43,6%; la distancia
insesgada (0,11) se encontrd entre los tratamientos control y tres subcultivos y la
maxima (0,51) entre el control y cuatro subcultivos.

Palabras clave: marcadores moleculares, RAMs, polimorfismo, heterocigosidad,
distancia genética insesgada, variabilidad genética.
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Effect of number of subcultures on the variability of
seedlings obtained by somatic embryogenesis of lulo
(Solanum quitoense Lam.)

Abstract

Despite the importance of the lulo as a medium and moderately cold weather fruit,
the many problems, mainly of health and the absence of cultivars resistant or
tolerant to diseases, make its cultivation is becoming less attractive to producers.
The implementation of a technology package involving the creation of new and
improved cultivars, requires studying plant regeneration protocols, to ensure the
maintenance of genetic fidelity of cultivar produced. Somatic embryogenesis and
in vitro multiplication of plants, are aspects that should be established for the
implementation of sustainable breeding programs. In order to analyze these
processes and their effect on the genetic variability of lulo with spines (S.
guitoense var. septentrionale) and spineless (S. quitoense var. quitoense) was
carried out this study, by using plants regenerated via somatic embryogenesis
underwent different number of subcultures. The variability was evaluated using
random amplified microsatellite markers (RAMs). were analyzed seven primers
which generated a pattern of 115 bands to lulo with spines and 110 bands in
spineless lulo. In lulo with spines was obtained unbiased heterozygosity of 0.24
and a 56.5% of polymorphism, with a minimum distance (0.13) between
treatments with a subculture (control) and five subcultures and max (0, 51)
between the control and the treatment with six subcultures. In spineless lulo the
unbiased heterozygosity was 0.18, with a polymorphism of 43.6%; the distance
unbiased (0.11) was found between the control treatments and three subcultures

and the maximum (0.51), between control and four subcultures.

Keywords: molecular markers, RAMs, polymorphism, heterozygosity, genetic

distance unbiased, genetic variability
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Introduccion

El lulo (Solanum quitoense Lam.), es un frutal andino de grandes posibilidades
para su comercio exterior, debido a sus propiedades organolépticas y altos
contenidos de antioxidantes, que lo califican como un frutal altamente promisorio
(Lobo, 2006). El cultivo de lulo en Colombia, tiene serias limitaciones por el bajo
nivel tecnoldgico, lo cual incrementa los problemas generados por su gran
susceptibilidad al ataque de plagas y enfermedades (Mufioz, 2011); los éxitos
logrados por los programas de mejoramiento orientados a obtener genotipos
resistentes o tolerantes a los problemas sanitarios, se ven limitados por la
condicién de alogamia de esta especie (Lobo, 2006) y la diversidad de cultivares
sembrados en éareas reducidas (Mufioz, 2011). Esta condicion hace que la
disponibilidad de métodos eficientes de multiplicacion de plantas, que conserven

la fidelidad genética de los padres superiores, sea de primordial importancia.

La propagacién por estacas es posible pero no recomendada por su baja
eficiencia, alto costo y por ser un vector de transmision de enfermedades (Garcia
et al., 2007), por lo cual es necesario recurrir técnicas de micropropagacion in
vitro, que garanticen no solo la regeneracion masiva, sino la calidad genética de
las plantas propagadas. En lulo se han desarrollado técnicas de regeneracion de
plantas a partir de peciolos (Segovia 2002) y segmentos de hoja (Hendrix et al.,
1987); sin embargo, se desconoce la incidencia de la técnica sobre la fidelidad
genética del material producido, ya que la variacion somaclonal ocurre con
frecuencia en muchas especies, como resultado de los procesos de
micropropagacion (Thomas et al., 2006; Rout et al., 2000). Esta variacién produce
plantas fuera de tipo, que reducen el valor comercial de las plantas producidas
(Oh et al., 2007).

La variacion somaclonal, producto del cultivo de tejidos clonales, puede ser

epigenética o genética; generalmente los cambios epigenéticos son producto de
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fendmenos de metilacion del ADN que inducen la expresion de genes
normalmente silenciosos (Kaeppler et al., 2000), son cambios inestables que
pueden desaparecer cuando la planta es retirada del medio de cultivo o después
de pocas generaciones, mientras que la variacion genética es estable y
hereditaria (Kaeppler et al., 2000; Skirvin et al., 1993)

La variacion somaclonal involucra cambios en la estructura y nuamero de
cromosomas, mutacion de genes, activacion de transposones, cruzamientos
somaticos, intercambio de crométidas hermanas, ampliacion y deleccion del ADN,
cambios en el patron de metilacion, cambios en los ADN cloropléstico y
mitocondrial (Bennici et al., 2004; Jain y De Klerk, 1998; Karp, 1995) y pueden ser
heredables o no heredables (Anu et al.,, 2004; Sahijram et al., 2003; Larkin y
Scowcroft, 1981). En general, se considera que el cultivo de tejidos genera por si
solo variabilidad genética, incrementando la frecuencia de mutaciones; sin
embargo, autores como Meins (1983) y Vasquez (2001), sugieren que la

inestabilidad genética es altamente influenciada por el genotipo.

Son muchos los factores que determinan la variabilidad somatica durante los
procesos de cultivos in vitro como: 1.- genotipo de la planta donante; 2.- origen
del explante; 3.- la composicion del medio; 4.- frecuencia de los subcultivos; 5.-
edad del cultivo y 6.- reguladores de crecimiento (Bennici et al., 2004; Brar y Jain,
1998). Cardone et al., (2010) adicionan a estos factores el tiempo de
permanencia del explante en el medio de cultivo y del sistema de regeneracion,
afirmando que la embriogénesis somatica podria generar menos alteraciones que

la organogénesis (Hernandez, 2007).

La variacion somaclonal puede detectarse mediante la observaciéon de cambios
fenotipicos (Garcia-Aguila et al., 2007; Zalewska et al., 2007; Israeli et al., 1991) o
por medio de marcadores bioquimicos y moleculares, que pueden ser
herramientas valiosas, para detectar la variacion somaclonal a nivel de ADN
(Bhattacharya et al., 2010; Cardone et al., 2010; Peredo et al., 2009; Chuang et
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al., 2009; Sanchez-Chiang y Jiménez, 2009; Bairu et al., 2006; Hao et al., 2004;

Damasco et al., 1996)

Los marcadores moleculares basados en el ADN analizan segmentos codificantes
0 no codificantes, representativos del genoma completo, identificando
polimorfismos o diferencias entre individuos (Sanchez-Chiang y Jiménez, 2009;
Agarwal et al., 2008; Azofeita-Delgado, 2006); a pesar de que estos marcadores
se emplean principalmente en estudios de diversidad, su uso es muy comun en
estudios de variabilidad somatica (Bhattacharya et al., 2010; Cardone et al., 2010;
Qin et al.,, 2007; Bhatia et al.,, 2004; Bennici et al.,, 2004; Hao et al., 2004;
Gonzalez et al.,, 2003; Sanchez et al., 2003; Araudjo et al. 2001; Aronen et al.,
1999)

El uso de marcadores moleculares como RAPD (Random amplified polymorphic
DNA), AFLP (Amplified fragment length polymorphism) y ISSR (Inter simple
sequence repeat), para la deteccidbn de variacion somaclonal, es frecuente,
porque pueden caracterizarla con gran precision y menos dificultad que los
analisis de cariotipo y que los fenotipicos (Sanchez-Chiang y Jimenez, 2009;
Soneji et al., 2002; Polanco y Ruiz, 2002); los microsatélites, son importantes en
estudios de caracterizacion individual y mapeo gendmico y son muy utilizados por
su alto nivel de polimorfismo, caracter codominante, facilidad de aplicacion y alta
reproducibilidad (Mufioz et al., 2008), presentando un poder de discriminaciéon

siete veces mayor que los RAPD (Kraic et al., 1998).

Zietkiewicz et al., (1994) propusieron un método que combina las ventajas de los
microsatélites con los RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), que no
requiere determinar una cantidad exacta de ADN antes de la reaccion, es una
técnica de bajo costo y no requiere de conocimiento previo de secuencias, ni uso
de is6topos radioactivos. Hantula et al. (1996) seleccionaron cuatro “primers” (GT,

ACA, CCA, CGA) con 18 bases de longitud que incluyen un extremo 5
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“‘degenerado” de tres nucledtidos, que sirve de gancho para asegurar la union del
“primer” al inicio del microsatélite y denominaron a la técnica como RAMs
(Random Amplified Microsatellites) (Mufioz et al., 2008). Segun Mahuku et al.,
(2002), con los marcadores RAMs se estudian poblaciones, se evalia la
diversidad genética de seres vivos y se determina la base de variacion de los
individuos. Ademas, permite seleccionar regiones de ADN y el nimero de

polimorfismos detectables, es tedricamente ilimitado.

Con base en lo anterior, el presente trabajo se propuso evaluar la fidelidad
genética de plantas de lulo con espinas (Solanum quitoense Lam. var.
septentrionale) y de lulo sin espinas (Solanum quitoense Lam. var. quitoense),

obtenidas a partir de embriones somaticos y sometidos a sucesivos subcultivos.

Materiales y métodos

En el laboratorio de Cultivo de Tejidos del Programa de Biologia de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogot4, se obtuvieron
plantulas de lulo con espinas y sin espinas, obtenidas por via embriogénica en
medio MS suplementado con ANA; se subcultivaron cada 30 dias, durante un
periodo de ocho meses el lulo con espinas y durante cuatro meses el lulo sin
espinas. Se tomaron muestras foliares de plantas de cada generacion para la
extraccion del ADN segun el protocolo propuesto por Dellaporta et al. (1983),
visualizandolo en geles de agarosa al 0,8% tefiidos con bromuro de etidio y
utilizando como referencia, diluciones de ADN de fago lambda (Sigma, St Louis,
MO, USA). ElI ADN se llevé a una concentraciéon final de 10 ng/uL para la
evaluacion de los cebadores microsatélites seleccionados. Los tratamientos
analizados correspondieron al nimero de subcultivos realizados en cada una de

las variedades, ocho para el lulo con espinas y cuatro para el lulo sin espinas.

En las reacciones de amplificacion se probaron ocho cebadores pero se utilizaron
solo siete, ya que el cebador CGA no amplific6 en ninguna muestra; los

cebadores, asi como la secuencia de cada uno de ellos, se indican en la Tabla 1.
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Las condiciones de hibridacion y amplificacion, se establecieron segun el cebador
seleccionado (Tabla 2); los productos se separaron y visualizaron en geles de
poliacrilamida al 7% (37:1 acrilamida-bisacrilamida) corridos a 160 V durante 1hy
10 minutos, tefildos con bromuro de etidio y sales de plata, tal como lo describen
Sambrook et al., (1989).

Tabla 1. Cebadores y secuencias utilizadas en la técnica RAMs para determinar
la estabilidad genética de plantulas de lulo sometidas a subcultivos periédicos.

CEBADOR SECUENCIAS A3

CT DBDCTCTCTCTCTCTCTC
CGA DHBCGACGACGACGACGA
CA DBDACACACACACACACACA
AG HBHAGAGAGAGAGAGAGAG
TG HVHTGTGTGTGTGTGTGTGT
CCA DDBCCACCACCACCA

GT VHV GTG TGT GTG TG

ACA BDB ACA ACA ACA ACA ACA

Designaciones usadas para los sitios degenerados: H(AoTo C);B(Go T o C);
V(GoAoC)yD(G oAoT).

Tabla 2. Condiciones de hibridacion y amplificacion para RAMs de los cebadores
seleccionados.

CICLO TEMPERATURA(°C) TIEMPO ETAPA
(CEBADOR)
AG TG GT AG TG GT
CA CT CGA CA CT CGA

ACA CCA ACA CCA
1 95 5 min. Desnaturalizacion
inicial
2 95 30 seg. Desnaturalizacién
3 50 55 58 45 segq. Hibridacion
4 72 2 min. Extension
5 37 ciclos desde el paso 2
6 72 7 min. Extension final
7 16 5 min. Fin

En cada uno de los geles se identificaron las bandas bien definidas para generar

asi una matriz binaria de presencia (1) y ausencia (0). Con base en esta matriz,
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se realizaron analisis descriptivos y se establecieron distancias genéticas y de
similaridad. A través del criterio de la minima distancia insesgada (Nei, 1978), se
hizo un analisis de clasificacion con el método UPGMA,; estos analisis fueron
realizados utilizando el programa TFPGA (Tools For Population Genetic Analysis)
descrito por Miller (1997).

Resultados y discusion

Los siete cebadores analizados generaron un patron de 115 bandas en lulo con
espinas y 110 bandas en lulo sin espinas, con pesos moleculares entre 1400 y
200 pb; el numero de bandas para los cebadores estuvo entre 12, para el cebador
TG, y 25 para CA (Fig. 1).

Figura 1. Patrones de bandas generadas con los primer RAMS CCA y CT en plantulas de
lulo con espinas (C) (Solanum quitoense Lam.) y de lulo sin espinas (S), regeneradas a
partir de embriones somaticos y diferente nimero de subcultivos (EI niumero de
subcultivos se indica en la parte superior).

En lulo con espinas se observd una heterocigocidad insesgada promedia de 0,24
y un porcentaje de polimorfismo del 56,52%; la similaridad entre la muestra
control, correspondiente a plantulas con un subcultivo y los tratamientos con cinco
y seis subcultivos presenté valores entre 0,87 y 0,60, respectivamente; de igual

forma, el célculo de la distancia insesgada (Nei, 1978) mostré valores
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comprendidos entre 0,13 (control y plantulas de cinco subcultivos) y 0,51 entre el
control y plantulas de seis subcultivos (Tabla 3); este ultimo tratamiento se alejo
de los demas con valores entre 0,30 y 0,52. El analisis de clasificacibn mostro la
conformacién de siete nodos que incluyen a todos los tratamientos (Fig. 2); si se
consideran los valores observados de heterocigosidad insesgada, polimorfismo y
distancia genética, los tratamientos presentaron variabilidad genética, con

tendencia a incrementarse a medida que se aumenta el nimero de subcultivos.

Tabla 3. Matriz de distancia genética (encima de la diagonal principal) y similaridad
insesgadas (debajo de la diagonal principal) (Nei, 1978), obtenidas en plantulas de lulo
con espinas provenientes de embriones somaticos con diferente nimero de subcultivos.

TRAT 1 2 3 4 5 6 7 8
1 - 0,18 0,20 0,28 0,14 0,51 0,20 0,16
2 083  ----- 0,17 0,14 0,19 0,47 0,17 0,12
3 0,81 0,84  ---- 0,26 0,15 0,52 0,25 0,15
4 0,75 0,87 0,76 - 0,24 0,30 0,27 0,24
5 0.87 0,82 0,86 0,78  ----- 0,49 0,13 0,13
6 0,60 0,62 0,59 0,74 061 - 0,47 0,49
7 0,81 0,84 0,77 0,76 0,88 0,62  --—--- 0,15
8 0,85 0,88 0,86 0,78 0,88 0,60 086 @ --—---

I 1 1 1 1
4.000 3.000 2.000 1.000 0.000

Figura 2. Dendrograma obtenido bajo el criterio de agrupamiento UPGMA, de los
tratamientos correspondientes a diferente nimero de subcultivos in vitro de plantulas de
lulo con espinas, con base en datos aportados por siete cebadores RAMSs.
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En los tratamientos correspondientes a subcultivos de plantulas de lulo sin
espinas, obtenidas a partir de embriones soméaticos, se presentd una
heterocigosidad insesgada de 0,18 y un porcentaje de polimorfismo del 43,6%; el
tratamiento control (1 subcultivo) mostré menores distancias con plantulas de dos
y tres subcultivos (0,22 y 0,20 respectivamente), mientras que con el tratamiento
de cuatro subcultivos, mostr6 una distancia de 0,51, lo cual permite inducir que el
lulo sin espinas es genéticamente mas sensible que el lulo con espinas, a la
micropropagacion recurrente. El tratamiento Control presenté similitudes
genéticas de 0,80, 0,81 y 0,60 con respecto a los tratamientos con dos, tres y
cuatro subcultivos, respectivamente (Tabla 4). El analisis de clasificacion (Fig. 3),
mostré a los tratamientos con dos y tres subcultivos como los mas proximos
(0,11) en el primer nodo, los cuales sumados al tratamiento control, conforman un
segundo nodo ubicado a una distancia de 0,21, quedando distante el tratamiento
con cuatro subcultivos ubicado en el nodo correspondiente a una distancia de
0,37.

Tabla 4. Matriz de distancia genética (encima de la diagonal) de Nei (1978) y similaridad
(debajo de la diagonal) obtenidas en plantulas de lulo sin espinas provenientes de
embriones somaticos con diferente nUmero de subcultivos.

TRATAM 1 2 3 4
e 0,22 0,20 0,51
2 080 - 0,11 0,29
3 0,81 089 0 - 0,31
4 0,60 0,74 072 -
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4000 3.000 2.000 1.000 0,000

Figura 3. Dendrograma bajo el criterio de agrupamiento UPGMA de los tratamientos
correspondientes a diferente ndmero de subcultivos in vitro de plantulas de lulo sin
espinas, con base en datos aportados por siete cebadores RAMs.

Si bien hasta el presente no se han reportado estudios moleculares sobre la
variabilidad del lulo, obtenido por métodos de micropropagacioén in vitro, la
metodologia empleada (RAM’s) muestra un amplio potencial en la definicion de
variabilidad, una metodologia con amplias ventajas, si se compara con técnicas
como RAPD’s o como AFLP’s, relacionadas con su bajo costo y su alto nivel de
polimorfismo, al combinar las funciones de los microsatélites con las de los
RAPD’s (Zietkiewicz et al., 1994; Mufioz et al., 2008).

Segun Bhatia et al. (2004), la micropropagacion de plantas in vitro puede inducir
cambios genéticos y epigenéticos; estos cambios son atribuidos a posibles
variaciones en la metilacion del ADN. Sin embargo, en trabajos realizados con L.
esculentum cv. Moneymaker, se estudiaron los patrones de metilacion del ADN
de callos y se compararon con la metilacion del DNA de plantas testigo, sin

encontrar diferencias significativas; estos datos han sido confirmados igualmente
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por DeLanghe y DeBruijne (1976) quien analizé plantas provenientes de callos de

dos afios con 30 subcultivos, sin encontrar variaciones significativas.

De igual manera, Soniya et al., (2001), estudi6 la estabilidad genética de plantas
de tomate originadas en cultivo de tejidos, con medios enriquecidos con picloram,
BAP y citoquininas y utilizando marcadores RAPD. De 15 bandas generadas, tres
fueron compartidas y 12 polimoérficas, estimando ademas un coeficiente de
similaridad genética del 95% con respecto a la planta madre. De 10 plantas

regeneradas, solamente una fue diferente.

La variabilidad observada en ambos genotipos no puede atribuirse Unicamente al
numero de subcultivos, ya que existen aspectos no controlables en este estudio
como la variabilidad intracelular (Sahijram et al., 2003) y la variabilidad que pudo
inducirse en los procesos previos de embriogénesis somética (Feuser, 2003;
Sanchez-Chiang y Jiménez, 2009; Cardone et al., 2010); sin embargo, la tasa de
multiplicacion o numero de subcultivos, es una de las causas que se ha
identificado como fuente importante de variacion somaclonal, en la produccién in
vitro de plantas (Cote et al., 1993; Cardone et al., 2010). En banano, Sahijram et
al. (2003) afirman que la variacion somaclonal puede aparecer después de tres a
ocho subcultivos; Bairu et al., (2006) demostraron una alta correlacion entre el
namero de subcultivos y la variacibn somaclonal de plantas de banano
Cavendish, donde plantas con diez subcultivos mostraron una variacion del 70%
con relacién a plantas con cinco subcultivos, que presentaron una variacion del
10%; en lulo, se observa claramente un mayor distanciamiento entre los
tratamientos con mayor nimero de subcultivos (seis en lulo con espinas y cuatro

en lulo sin espinas) y el control.

La variabilidad observada en los diferentes tratamientos, puede tener varias
causas relacionadas no solo con el nimero de subcultivos, sino con otros factores
propios del cultivo in vitro (Karp, 1995), como son la constitucion genética del

explante, el tipo y la concentracion hormonal en el medio, el método de cultivo, la



Efecto del nimero de subcultivos sobre la variabilidad somatica de plantulas 89
obtenidas por embriogénesis somatica de lulo (Solanum quitoense Lam.)

edad del explante y la condicion ambiental (Patifio, 2010; Sanchez-Chiang y
Jiménez, 2009; Jelenic et al., 2001; Brar y Jain,1998). De igual manera, Qin et al.
(2007) afirman que el cultivo de plantas in vitro puede generar variacion

somaclonal, a menudo heredable e indeseable en la clonacion de plantas.

Igualmente, es necesario tener en cuenta que en la fase de embriogénesis
somatica, previa a la multiplicacion, las plantulas pasaron por una fase de
desdiferenciacion e induccion de callo que pudo incrementar la variabilidad
somaclonal, ya que segun lo expresan Qin et al. (2007), Sanchez et al., (2003) y
Leroy et al. (2001), las plantas regeneradas a partir de callos no organizados
pueden presentar mayores variaciones genéticas que aquellas regeneradas
directamente. Segun Molina y Garcia (1998), cuando se inicia la division celular a
partir de tejidos diferenciados que originan inicialmente un callo, hay mayor riesgo
de inestabilidad cromosdmica y los nUmeros cromosomicos varian como producto
de la fragmentacion nuclear y mitosis de los fragmentos nucleares, combinada

con la mitosis normal de los nucleos intactos (euploidia).

Las diferencias en el comportamiento de las dos variedades botanicas de lulo en
cuanto a su heterocigosidad y polimorfismo, solo confirman la incidencia del
genotipo en la variabilidad somatica expresada por muchos autores (Gonzalez et
al., 2003; Aronen et al., 1999; Brar y Jain, 1998; Israeli et al., 1991; Meins, 1983);
segun Cardone et al. (2010), la frecuencia de las alteraciones somaclonales,
depende de variaciones preexistentes en el genotipo y de las interacciones que

surgen, entre el genotipo y los procesos involucrados en el cultivo in vitro.

Conclusiones

El andlisis con marcadores RAMs permitié detectar variabilidad soméatica entre
plantulas regeneradas a partir de embriones somaticos de lulo y sometidas a

diferente nUmero de subcultivos.
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La variabilidad somaconal fue genotipo dependiente; las mayores distancias con
relacion al control se observaron con seis subcultivos en lulo con espinas y con

cuatro subcultivos en lulo sin espinas.
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4.Conclusiones generales y Discusion

4.1 Conclusiones

Las solanaceas son consideradas especies recalcitrantes, en trabajos
relacionados con embriogénesis somatica, aunque en la actualidad, especies
importantes de esta familia, se han clonado mediante la induccion embriogénica,
como la berenjena (Solanum melongena) (Mir et al., 2008; Gleddie et al., 1983; Ali
et al., 1991; Rao y Singh, 1991, Sharma y Rajam, 1995; Huda y Bari, 2007; el
tomate (Lycopersicon esculentum) (Chen and Adachi, 1994; Newman et al., 1996;
Gill et al., 1995; Kaparakis and Alderson, 2002), la papa (Solanum tuberosum)
(Sanchez et al., 2005; Vargas et al., 2005; JayaSree et al., 2001; Sharma et al.,
2008; Garcia y Martinez, 1995) y el pimentén (Capsicum annuum) (Barani et al.,
2005; Kintzios et al., 2001; Bodhipadma y Leung, 2002; Koleva-Gudeva et al.,
2007; Solis-Ramos et al., 2010). A pesar de la importancia del lulo (Solanum
quitoense Lam.), como especie frutal de alto valor nutracéutico, no existen
reportes exitosos de haber logrado su clonacion mediante embriogénesis
somética y solamente se conocen los estudios realizados por Segovia (2002),

quien intentd sin éxito la regeneracion de lulo por la via embriogénica.

El principal objetivo de este estudio, fue evaluar diferentes posibilidades
relacionadas con medios de cultivo, hormonas, ambiente, tipos de explante, para
la obtencién de embriogénesis somatica de dos variedades de lulo, una con
espinas (Solanum quitoense var. septentrionale) y otra sin espinas (Solanum
quitoense var. quitoense), considerando que el primero presenta mayor calidad
industrial y el segundo, mayores facilidades en el manejo del cultivo y menor

productividad.
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La evaluacion de un gran numero de tratamientos, relacionados con los aspectos
mencionados anteriormente, permitié ir poco a poco reduciendo el nimero de
factores, hasta llegar al medio MS, a incubacion en oscuridad y evaluacion de las
interacciones entre diferentes concentraciones de ANA, Citocininas y sacarosa,
cuyos resultados se incluyen en el primer capitulo. Este trabajo permitio
encontrar las relaciones hormona-sacarosa (ANA 31,9 uM y 50 uM y sacarosa 50
MM y 260 pM), que indujeron mayor formaciébn de embriones somaticos
individuales, en hojas cotiledonares e hipocotilos, denominados en el texto
‘embriones aberrantes”, por presentar germinacion en el medio enriquecido con
hormonas y carecer de un proceso recurrente, que permita garantizar la
regeneracion masiva de embriones. Trabajos realizados en el Instituto Madrilefio
de Investigacion y Desarrollo Rural, Agrario y Alimentario (IMIDRA), no
publicados, permitieron comprobar la ausencia de procesos proliferativos,
normales en el proceso de embriogénesis somatica, cuando se inocularon
agregados celulares de lulo, en medios liquidos con reducidas dosis de 2,4-D,
incubados a 25°C y con un fotoperiodo de 16h/8h. Estas observaciones,
permitieron concluir el caracter recalcitrante del lulo, en cuanto a los procesos

relacionados con la embriogénesis somatica.

La inclusion de los factores ANA, cinetina y sacarosa, indujo respuestas
diferentes en el enraizamiento, induccion de callo y embriones sométicos en hojas
cotiledonares e hipocotilos de lulo; se confirm6é ademas, que la adicion de
cinetina, inhibe la accién enraizadora de pequefias dosis de ANA y reduce el
porcentaje de explantes con callo, lo cual coincide con Van Staden et al. (2008),
quienes afirman que altas concentraciones de citoquininas (0,5-10 mg/L),
previenen el crecimiento radicular y los efectos promotores del enraizamiento de
las auxinas; lo contrario informan Charriere y Hahne (1998), cuando expresan que
los procesos organogénicos requieren ser suplementados con auxinas y

citoquininas.
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Igualmente se observd un efecto positivo de la sacarosa en la aparicion de
estructuras embriogénicas, posiblemente porque ademas de constituir una fuente
energética del proceso, la sacarosa actia como un factor de estrés osmaotico que
mejora la eficiencia de la embriogénesis somatica (Jheng et al., 2006; Iraqi y
Tremblay, 2001; Daigny et al., 1996). Gleddie et al. (1983), consideran que el
estrés hidrico originado por altas concentraciones de sacarosa induce a las
células a acumular proteinas y carbohidratos, lo cual favorece la induccion de
células embriogénicas e inhibe la germinacion precoz de los embriones en S.
melongena; esta Ultima afirmacion es contraria a lo observado en el presente
trabajo y confirma el caracter recalcitrante del lulo, observandose que los
embriones aparecen, esporadicamente, en los callos que crecen en el medio de

induccién, sin generar la continuacion de un proceso recurrente.

Igualmente, es necesario enfatizar en la necesidad de probar con otros explantes,
ya que solamente se probaron hojas cotiledonares e hipocotilos; la utilizacién de
embriones cigéticos inmaduros y anteras, ha demostrado ser una alternativa
exitosa en otras especies consideradas como recalcitrantes. En este sentido,
también es es conveniente probar con otras auxinas y la adicion de nuevos
fitoreguladores, como los jasmonatos, brassinosteroides, poliaminas vy
oligosacaridos, con los cuales se ha logrado la embriogénesis somatica de otras

especies recalcitrantes (Arnold, 2008).

Otro objetivo propuesto, fue el de determinar la fidelidad genética del proceso de
multiplicacion de plantas, a partir de embriones sométicos germinados y
subcultivados cada 30 dias; los marcadores RAMs demostraron poseer en
conjunto, un nivel de polimorfismo superior al 50%, que los valida para estudios
de variacion genética en lulo. Estos analisis demostraron la relacion entre el
namero de subcultivos y las distancias genéticas encontradas, ademas de
demostrar que la variacibn somaclonal del lulo es genotipo dependiente;
desafortunadamente, no existen estudios relacionados sobre variacion genética

de lulo inducida por los cultivos in vitro, usando marcadores moleculares RAM,
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gue nos permitan hacer comparaciones. Igualmente, se hace necesario
corroborar en campo el alcance de estas variaciones, en lo que respecta a su

comportamiento agronémico.

El cultivo de tejidos es por su naturaleza, inductor de variacion genética, conocida
como variacion somaclonal; este fendmeno es de gran importancia si se tiene en
cuenta que un objetivo de la micropropagacion es la conservacion de la identidad
genética de las plantas regeneradas, generalmente genotipos élite, ya que la

variacion podria afectar el desempenio de las plantas reproducidas.

Segun Brar y Jain (1988), muchos factores estan involucrados en el tipo y
frecuencia de la variacibn somaclonal durante los procesos de regeneracion
vegetal; factores relacionados con el genotipo y estado de desarrollo del donante
del explante, composicién del medio y condiciones de incubacién, se destacan
como los més importantes. La metodologia RAMs empleada en este estudio para
determinar la variacion somaclonal, presenta gran eficiencia en la determinacion
de posibles mutaciones originadas en el cultivo in vitro y es, segun lo manifiesta
Paredo et al., (2009), la manera mas apropiada de determinar la variacién
somaclonal; sin embargo, los mismos autores consideran que ninguna técnica, es
suficiente por si sola, para determinar la variacion somaclonal y que lo ideal es

abordar el problema de la variacion genética, con mas de una técnica molecular.

4.2 Recomendaciones

Se hace necesario continuar con estudios orientados a optimizar un protocolo de
embriogénesis somética de lulo (Solanum quitoense Lam.) que garantice la
produccion continua de embriones somaticos y su aclimatacion en campo,

mediante las siguientes actividades:

1. Evaluar el comportamiento de otros tipos de explantes juveniles (embriones
cigoticos maduros e inmaduros, anteras, pétalos, raices), con los mismos

tratamientos analizados en el presente estudio.
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2. Si bien, en trabajos exploratorios se descartaron otras hormonas como el 2,4-
D, Dicamba. Zeatina, Thidiazuron y sustancias adicionales como la putrecina,
caseina y carbén activado, es conveniente retomarlos cuando se introduzcan

en el proceso otros tipos de explante.

3. Involucrar para la segunda fase del proceso embriogénico, el analisis de
medios liquidos de proliferacién, que reduzcan el riesgo de fenolizacion.

4. Explorar otras formas de regeneracion in vitro de plantas de lulo, que
eficienticen la produccion en masa de plantas de lulo, conservando las

caracteristicas de la planta madre.

5. Evaluar en campo los efectos del subcultivo continuo de plantulas de lulo, para
determinar hasta dénde es posible realizar este proceso, sin cambios

significativos en el comportamiento de las plantas producidas.
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