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INTRODUCCION

El lulo (Solanum quitoense), también conocido como naranjilla, es un arbusto de la
familia solanaceae, cuya fruta tropical de pulpa color verde es utilizada para la
preparacion de refrescos, mermeladas y otros dulces (Denis et al, 1985). Actualmente su
uso se ha diversificado en la produccién industria de jugos, yogur, saborizantes y
alimentos procesados, 10 cual ha representado un crecimiento en la produccién recional
del 7.8% anual en e periodo 1992-2001 por esta razdn se tiene en cuenta en los
programas nacionales de reemplazo de cultivosiilicitos (CCI. On line, 2000). Este cultivo
tiene bajos niveles tecnolégicos y es tipico de pequefios y medianos productores. Para
gue € cultivo de lulo sea una alternativa rentable para ellos, se necesitan materiales
homogéneos que garanticen una buena produccién y que requiera una reducida aplicacion

de costosos agroquimicos, estos materiales pueden lograrse através del fitomejoramiento.

L os programas nacionales de fitomejoramiento se dedican a obtener materiales 6ptimos para
darlos alos agricultores, pero en lulo han enfrentado dificultades por ser una planta alogamay
por su ciclo de vidalargo (Lozada J.V, 1974). En la actualidad la biotecnologia, através de la
transformacion genética, plantea obtener plantas mejoradas en menos tiempo y sin acudir a
los cruces sexuales para ello (CEPRAP. on line, 2002), por lo que es posible emplear ésta
técnica en la obtencién de plantas de lulo mejoradas que puedan tolerar plagasy
enfermedades. Pero la biotecnologia en frutales tropicales avanza lentamente, y en lulo no se

encuentran estudios reportados en transformacion genética.

En 1999 d Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), se propuso desarrollar un
protocolo de transformacion genética de lulo para apoyar |os procesos de fitomejoramiento
(CIAT-Annua Report, 2000). El primer paso en € desarrollo de éste protocol o es tener un
sistema de regeneracion altamente eficiente. Andlisis preliminares realizados en la Unidad de
Biotecnologiadel CIAT, utilizando € Unico protocolo reportado para regeneracion de lulo
(Hendrix et al, 1987), indicaron que no fue reproducible con los materiales de Colombia, esto



condujo ala necesidad de desarrollar una metodologia de regeneracion para dichos clones.
Debido ala ausencia de otros reportes en esta planta, es posible iniciar las investigaciones
tomando como base distintos protocol os propuestos en diferentes plantas de la familia

Solanaceae.

El objetivo de éste trabajo es optimizar €l proceso de regeneracionen lulo, a través del
ensayo de diferentes reportes para brindar un protocolo eficiente, que en el futuro sirva
como base para obtener plantas transgénicas con resistencia a plagasy enfermedades, de
tolerancia a sus enemigos naturales y pueda ser una opcién de siembra rentable para

pequefios agricultores en Colombia.



1. REVISION DE LITERATURA

1.2 GENERALIDADES SOBRE LULO

El lulo (Solanum quitoense Lam.), también conocido como naranjilla (Ecuador), naranjita de
Quito (Pert), lulun (M§jico) y llamado lulum por los Incas (Morton, 1987), es una planta
arbustiva que produce frutos de pulpa color verde, ricos en minerales y vitamina C (Denis,
1985). El jugo tiene sabor dulce agrio, utilizado en la preparacion de refrescos, helados,
mermeladas y otros dulces, pero no se consume en fresco por su caracter acido. Es unade las
frutas exoticas més apetecidas en |os mercados nacionales asi como en los internacionales,
debido a su sabor y color, que la hacen atractiva en comparacion con otras frutas (Lobo y
Medina, 1999).

Es una planta originaria de los bosques hiumedos de la regién sub-tropical, en las
vertientes oriental y occidental de la cordillera de los Andes, entre 1.200 y 2.800 m.s.n.m.
en las regiones pertenecientes a los paises de Ecuador, Colombiay Peru. Esta zona de
origen estd entre 1°37 latitud norte y 4°25 latitud sur y entre las paralelas 62°y 79°
(Reyes, 1987).

Colombia 'y Ecuador son los principales productores, pero también crece en Venezuela,
Per(, Panam@, Costa Ricay Guatemala (Heiser, 1993). En Colombia, es un cultivo
promisorio que esta ganado importancia en el sector industrial para la fabricacion de
jugos, yogurt, saborizantes, refrescosy alimentos procesados. La produccion ha crecido
7.8% por afio en e periodo 1992-2001 (CCI, On line), con un area sembrada de 4.790.2
Hay una produccién anual de 37.313.3 Ton, cultivadas por pequefios y medianos
agricultores, por lo que no es un cultivo tecnificado, se caracteriza por su gran

variabilidad dentro y a través de |as regiones productoras. Aun asi, por sus



potencialidades econdmicas, se tiene en cuenta en € programa de suplantacion de

cultivos ilicitos (CCI, On line).

1.2.1 Cladgficacion taxonémicay caracteristicas

Reino: Vegetal

Subreino: Espermatofitas

Division: Angiospermae

Subdivision:  Dicotiledonea

Clase: Simpetala

Orden: Tubiflorales

Familia Solanaceae

Geénero: Solanum

Especie: Solanum quitoense (Lamark)

Variedades. quitoense (tallo sin espinas)
septentrional e (tallo con espinas)

El lulo pertenece a la familia Solanaceae, la cua tiene cerca de 70 géneros con mas de
2.000 especies, lamayor parte distribuidas através de climas célidos del neotrdpico,
aportando gran cantidad de plantas utilizadas por € hombre, tales como la papa (Solanum
tuberosum), € pepino dulce (Solanum muricatum), la berenjena (Solanum melogena), €
tomate (Lycopersicum esculentum), el tabaco (Nicotiana tabacum), tomate de arbol
(Cyphomandra betacea) entre otras. El género Solanum con aproximadamente 1.200,
especies es e mas grande y extensamente distribuido de lafamilia

(http://florawww.eeb.uconn.edu...) .

El lulo es una planta herbacea, robusta, de 1,8 a 3,0 m de altura, corteza color gris, hojas
grandes, gruesas y suculentas, ovadas y dentadas, que pueden medir hasta 45 cm de largo,
color verde oscuro con nervaduras de color parpuraen el haz y blanca o purpireas en €
envés. Toda planta, excepto e haz de las hojas, tiene pubescencia lanosa. Comienza a
florecer 5 meses después del transplante, las flores color blanco o lila claro, se agrupan en
racimos en un pedicelo corto que contiene hasta diez flores justamente debajo y frente de

las hojas. El llenado de fruto comienza 8 meses después del transplante y continua sin



interrupcion durante 2 afios, e fruto es globular y mide entre 4,0 y 6,5 cm de diametro,
con el exterior color naranja brillante y esta cubierto de vellos cortos quebradizos que
caen facilmente a frotarlos. Internamente € fruto se asemeja a tomate. La cascara es
gruesay coriacea. La pulpa verde claro, peggjosa, &ciday jugosa, contiene muchas
semillas, ligeramente mayores que las del tomate. Una planta puede tener una produccion
de 2 kg por cosecha, generalmente maduran de uno a seis frutos por racimo (Schultesy
Cuatrecasas, 1958).

Se reproduce por semilla sexual que es la forma mas coman. La propagacion por estacas
o injerto es posible, pero muy susceptible a las enfermedades fungosas. Las plantas estan
listas para €l transplante a campo definitivo aproximadamente dos meses después de la
siembra en almécigo. Su desarrollo es mejor en areas con temperaturas moderadas (entre
14 y 22 °C), abundante humedad ( zonas entre los 800 y 2000 m de altitud), en suelos
fertiles que no sean arenosos y en pendientes bien drenadas con precipitacion pluvial
minima de 1.500 mm/afio (Morton, 1987).

Se considera como una especie diploide con nimero cromosdmico de 2n=24, pertenece al
tipo de cultivos altamente heterogéneos y heterocigotos debido a que tiene polinizacion
cruzada natural. Las especies mas relacionadas con € |ulo, son en su mayor parte
arbustos comestibles, de nimeros cromosdmico 2n=2x=24. El lulo no presenta mucha
diversidad, las poblaciones llamadas septentrionale, se caracterizan por tener espinasy
las quitoense estan desprovistas de espinas, caracteristica que a parecer esta comandada

por un solo gen en interaccion con € ambiente (Lobo, 1995).

Entre los principales enemigos naturales del lulo se encuentran, € nematodo

Mel oidogyne incognita, que produce nddulos en laraiz y constituye uno de los
principales limitantes para e cultivo, el atague del minador del fruto Neoleusindes
elegantalis, la pudricion del fruto causada por Colletotrichum gloesporioides y la
pudricion algodonosa (Sclerotinia sclerotiorum). Se ha reportado una enfermedad que
afecta con mayor incidencia en zonas de alta humedad relativa, € patdégeno asociado a la

enfermedad pertenece a género Phytophthora (Lobo, 1983).



1.1.2 Fitomejoramiento en lulo

L os trabajos de fitomejoramiento en lulo son escasos, hasta ahora se ha avanzado en la
produccién de cruces interespecificos entre S, quitoense y especies relacionadas como;
(1) S sessiliflorum, llamado coconay utilizado ampliamente en el Amazoneas; (2) S.
hirtum, [lamado lulo de perro, un material silvestre que tiene como caracteristica la

resistenciaa Meloidogine incognita.

El cruce interespecifico entre lulo y cocona (S quitoense x S. sessiliflorum), buscaba
incrementar la base genética del lulo. Fue realizado por primera vez en Ecuador por un
granjero en su finca, Radl Viteri, quien obtuvo un hibrido cua denominé “Puyo”, que
tiene como caracteristica ser vigoroso, altamente productivo y de semilla estéril por 1o
gue debe ser propagado vegetativamente (Torre y Camacho, 1981). La desventgja del
hibrido es que la fruta es mas pequeia que la de lulo, paralo cua se hace necesario una
aplicacion de 2,4-D muy diluida para lograr incrementar € tamario del fruto (Heiser,
1993).

Basados en las experiencias de Viteri, Charles Heiser de la Universidad de Indiana (Norte
América) comenzo atrabajar en colaboracion con el Instituto Nacional de

| nvestigaciones Agropecuarias de Palora, en Ecuador, generando otro hibrido entre lulo 'y

cocona que llamaron “Palora’. El cua tiene fruto mas grande que & Puyo, no requiere la

aplicacion de 2,4-D y € jugo comienza a oxidarse 24 horas después de preparado, mucho
mas tarde que & Puyo, sin embargo los consumidores prefieren el Puyo, por € color de

su pulpa (Heiser, 1993).

En Colombia se busca encontrar un material resistente a M. incognita (uno de los
principales limitantes para €l cultivo) con base al cruce entre S. quitoense x S. hirtum
realizado Charles Heiser en la Universidad de Indiana, quien envié laF2 a CORPOICA,
donde se realizaron retrocruzamientos con S. quitoense, y se seleccionaron algunas
plantas a partir de las cuales se derivé lavariedad “Lulo La Selva’ (Berna et al., 1998).
La fruta de éste hibrido es de tamafio pequefio y no puede ser utilizada en fresco, ya que

se abre y esto impide su comercializacién. Actualmente se realizan retrocruces con S,



guitoense para seleccionar clones con ata calidad en su fruto y que conserven la
resistencia a nemétodos de S. hirtum. Por tratarse de un materia hibrido, su propagacion se
realiza en formaasexua, através de técnicas in vitro o mediante la sembra de estacas

semilefiosas o brotes provenientes de plantas adultas y vigorosas.

Hasta e momento el fitomejoramiento en lulo ha producido clones que presentan
caracteristicas indeseabl es heredadas de alguno de |os parentales, como consecuencia del
cruce sexual. Actualmente es posible incorporar directamente caracteristicas deseadas en

una planta utilizando la biotecnologia.

La biotecnologia es considerada cono un conjunto de técnicas biol6gicas modernas, que
busca apoyar |os procesos de fitome oramiento sin emplear la via sexual, propagando
genotipos normalmente inestables en la reproduccién sexua y disminuyendo e nimero
y laduracién de los ciclos reproductivos necesarios para un programa de seleccion. Estas
técnicas se pueden integrar en dos grupos: (1) aquellas que conducen alafijaciony
multiplicacién de un genotipo, por gjemplo la micropropagacion o € cultivo de tejidos;
(2) las dirigidas ala modificacion de un genotipo como la ingenieria genética. (Petiard y
Deshayes, 1987).

1.2CULTIVODE TEJIDOS ENLULO

La précticadel cultivo de tejidos vegetales ha cambiado |a forma de aprovechar la
propagacion de plantas, facilitando una rapida multiplicacién de clonesy la obtencion de
plantas libres de virus, asi como la posibilidad de propagar vegetativamente plantas
recalcitrantes (dificiles de propagar) o para obtener una rapida multiplicacion de

semilleros en casos donde la semilla presente problemas.

Recientemente se ha documentado |a aplicacion de esta tecnologia en propagacion de
arboles y arbustos, 1o que ha sido aprovechado por algunas compafias para facilitar la
comercializacion a gran escala de frutales, ornamentales y algunas especies para
reforestacion (Lineberger, 2000). Pero el mayor impacto del cultivo de tgjidos no esta en



el &rea de micropropagacion, si no, en el area de regeneracion, que hasta el momento es

indispensable para la transformacion genética

Desde 1983, cuando se anunci6 por primera vez lainsercion de genes bacterianos en
plantas (HerreraEstrella et al , 1983; Bevan et al., 1983; Frlaey et al ., 1983), la
transformacién genética se ha constituido en una herramienta importante para la
obtencion de plantas mejoradas con caracteristicas diferentes de las presentes dentro de
la base genética de su especie, como por giemplo laresistencia a plagas y enfermedades.
En este sentido se obtuvieron avances importantes en diferentes plantas, y entre ellas
algunas solanéceas como tomate (Lycoper sicum esculentum) , papa (Solanum mel égena)
y tabaco (Nicotiana tabacum), generando la oportunidad de obtener cultivos mas
rentables. En especies frutales se avanza lentamente con esta tecnologia, pero también se
han obtenido algunos avances en papaya, citricos, tomate de arbol, melény pifia
(AGBIOS. On line).

En lulo seriaimportante lograr implementar esta técnica como complemento a los
procesos de fitomejoramiento, pero aun no se ha recopilado suficiente experiencia. Hasta
ahora se ha trabaj ado la micropropagacion através del cultivo de meristemos, como una
forma alternativa de propagacion que ha mostrado importantes ventajas en comparacion
con los sistemas tradicionales. En Colombia esta técnica es utilizada en centros de
investigacion y produccion de lulo, paralograr una rdpida propagacion clonal, de un gran
numero de plantulas en un corto periodo y con poca mano de obra, ademés de que se
aprovecha la facilidad de transporte del materia in vitro. Laregeneracion de plantas no
hasido muy estudiada hasta la fecha, existe una publicacion de la Universidad de Florida

(Hendrix, 1987) que reporta organogénesis en lulo.

1.4 EFECTO DEL ULTRASONIDO EN CULTIVO DE TEJIDOS

El ultrasonido es la base de una técnica conocida como SAAT ( del inglés Sonication
Assisted Agrobacterium-mediated Transformation), utilizada para incrementar la
eficiencia de transformaci én genética con Agrobacterium en especies poco 0 nada

susceptibles alainfeccion. Su principio consiste en aplicar ultrasonido al explante



mientras esta en contacto con la bacteria. El incremento de la eficiencia de
transformacion, probablemente resulta por los miles de microheridas causadas a explante
(afectando células epidérmicas y de mesofilo) que incrementan la probabilidad de
infectar células vegetales (OHIO-STATE.On line).

Originalmente, la técnica fue planteada por Frizzel (1988), quien estudio los efectos
fisico, quimicosy biolégicos del ultrasonido. Posteriormente Joersbo y Brunstedt (1990)
lo utilizaron parainsertar ADN desnudo en protoplastos de tabaco, pero fue Trick y
Finner (1997), en laUniversidad del estado de Ohio, quienes implementaron el
ultrasonido en los procesos de transformacion con Agrobacterium, patentando la técnica
con e nombre de SAAT (Patente # 5,693,512, otorgada Diciembre 2, 1997).

Basados en la experiencia de latécnica SAAT en transformacion, este trabajo
experimentara por primeravez € uso del ultrasonido paraincrementar la respuesta

organogénica en tgjidos de lulo.
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2. MATERIALESY METODOS

2.1 Localizacion

Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos e invernaderos de
la Unidad de Biotecnologia del Centro Internacional de Agricultura Tropica (CIAT),
ubicado en &l municipio de Palmira, departamento del Valle del Cauca (Colombia) entre
los 3° 30" Nortey 76° 19 Oeste, a una altura de 965 m.s.n.m., con una precipitacion
anual promedio de 763 mm, humedad relativa de 78% y una temperatura media anual de
24.5°C. Lafase de campo se realizo en e corregimiento de DAPA a27 Km del CIAT,

finca“CasalLoma’, aunaaturade 1700 m.sn.my 21°C.

2.2 Material Vegetal

El Centro Fruticola Andino-CEFA proporciond clonesin vitro de lulo con espinas (var.
septentrionale), denominado en este trabgjo como SqE y lulo sin espinas (var. quitoense)
denominado como Sq. Estas plantas tienen como caracteristica un porte arbustivo de
crecimiento (1.8-3 m), bastante ramificadas, de hojas grandes, bordes ondulados, flores
actinomorfas dispuestas en las axilas de |as ramas formando pequefios corimbos, de
frutos grandes esféricos cubiertos de pelusilla punzante, raices pivotantes y secundarias,
bien desarrolladas y |efiosas. Las dos variedades difieren en que la septentrional e esta
provista de espinas en € tallo, ramas, peciolosy en las nervaduras de las hojas tanto en €l
haz como en e envés (Schultes y Cuatrecasas, 1958). Estos genotipos fueron
seleccionados por CEFA en fincas productoras del norte del Valle del Caucay no

cuentan con datos de pasaporte.
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Adicionalmente se establecieron las colecciones in vitro SQEH (seccion 2.2.1) y SqEG
(seccion 2.2.2) originados a partir de semillas sexuales, para repetir 1os protocol os

descritos por Hendrix (1985) y Guimaraes (1988).
2.2.1 Establecimiento de la coleccion SgEH

Basados en |o reportado por Hendrix, se compré un fruto de lulo en el supermercado y se
le extrgjeron 100 semillas. Se sembrd una semilla por pote de 8 pulgadas que contenia
una combinacién de Suelo:Arena (3:1) previamente esterilizada a 80 °C durante 2 horas.
Después de 45 dias de la siembra se extrgjeron |os apices de 2 cm de longitud y fueron
[levados a cultivo in vitro. En camara de flujo laminar se realizé la desinfeccion de los
apices, sumergiéndolos en una solucién 20% (v/v) de blanqueador comercial/agua en un
volumen de 100 ml con 3 gotas de twin, durante 10 minutos con agitacion continua.
Posteriormente se hicieron 5 lavados, con agua bidestilada y deionizada estéril.
Utilizando pinzas quirurgicas autoclavadas se tomaron los &pices y con un bisturi estéril
No.11 se eliminaron los primeros 3 mm de la base haciendo un corte en forma diagonal.
Seguidamente se colocaron los apices en tubos de ensayo de 250 x 20 mm que contenian
5 ml de medio de propagacién con sales y vitaminas MS (Murashige and Skoog, 1962),
3% de sacarosa, 7 g/L de agar, pH 5.7 y enriquecido con 0.02 mg/L de BAPy 0.02 mg/L
de ANA (Hendrix et al. 1987). Se incubaron por 45 diasa 21.5°C, y 15 horas de

fotoperiodo con unaintensidad luminica de 50 mmol s* m? .

2.2.2 Establecimiento de la coleccion SQEG

La semilla se obtuvo de un fruto obtenido en supermercado, y se desinfectd segun lo
descrito por Guimaraes y colaboradores (1988) bajo condiciones asépticas en cAmara de
flujo laminar, mediante la inmersion en Etanol 70% durante 2 minutos, seguido de
hipoclorito de sodio a 2.5% durante 20 minutos. Después se realizaron 3 lavados con
agua bidestilada y deionizada estéril. Las semillas se germinaron en un medio basal MSy
fueron cultivadas por 12 diasa21.5 °C, 50 nmol S* m? y 15 horas de fotoperiodo.



2.3 Mediosde Cultivo

Los medios se prepararon segun o descrito en los diferentes protocol os de
micropropagacion o regeneracion especificados mas adelante. Una vez gjustado el pH
con NaOH 1N 6 HCL 1N, los medios fueron esterilizados en el autoclave durante 15
minutos, a 100 °C, a una presion de 20 psi. Seguidamente |os medios fueron servidos en
recipientes estériles en la camara de flujo laminar. Para micropropagacion se sirvieron 5
ml de medio por tubo de ensayo de 250x20mm 6 50 ml por frasco de 120 mm de alto x

90 mm de diametro. Para regeneracion se sirvieron 20 ml por caja de petri 100x15 mm.

2.4 Micropropagacion

Después de recibir los clones de CEFA se pretendié multiplicar €l material en e medio
de cultivo recomendado por ese centro, pero el material vegetal se desarroll6 muy
lentamente, presentando una apariencia de escasas raices y laminafoliar delgada, |o cual
proporcionaba un material poco tolerante a los procesos de regeneracion (en e futuro
transformacion genética). Por |o tanto se probaron diferentes medios de cultivo para
establecer una metodol ogia de micropropagacion que garantizara la obtencion de material
vegetal vigoroso, que a ser utilizado en los ensayos de regeneracién mantenga su
viabilidad.

2.4.1 Efectos del medio de cultivo y aireacion: Este ensayo se realizo para observar la
respuesta de los genotipos Sq y SqE en diferentes medios de propagacion reportados en la
literatura. Ensayos preliminares compararon la respuesta entre el medio utilizado en
CORPOICA (ClI) para micropropagacion de lulo, €l reportado por la Universidad de
Florida (Hendrix et al,1987) y €l utilizado para tomate de arbol por Atkinson y Gardner
(1993). En vista de los pobres resultados obtenidos con estos medios y con base en la
amplia experiercia que se tiene en la Unidad de Biotecnologia del CIAT en
micropropagacién de yuca (Manihot esculenta), se realizé una primera comparacion
involucrando & medio de yuca 4E (Roca, 1984) modificado, reduciendo las sdlesMS ala
mitad de su concentracién (2M S, Cuadro 1) y adicionando un tapon de espumilla

(Disposable Plugs Bouchons, de apertura 28 to 35 mm) en latapa del tubo de ensayo.
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Adicionalmente, se evalud € medio més utilizado para e mantenimiento de bancos de
germoplasma de papa (Hussey y Stacey , 1981), denominado medio A (Cuadro 1). Se
realizd una comparacion entre el medio ¥2MSy € medio A, ambos con tapon de

espumilla en latapa.

L os nudos con yemas axilares se extragjeron de plantas previamente establecidas en

cultivo in vitro en e medio de CEFA. Con un bisturi No. 11y pinzas estériles las hojas
fueron eliminadasy a tallo se le realizaron cortes diagonales, extrayendo trozos de 1.5
cm delargo que incluian una yema axilar (nudo). Posteriormente se colocaron en un tubo
de ensayo 250 x 20 mm con 5 ml de medio.

L os tubos de ensayo fueron incubados en camara de crecimiento, con una temperatura de
21.5 °Cy con un fotoperiodo de 15 horas a 50mmol s* mi2, utilizando un disefio
experimental completamente a azar, con un tamafio de muestra de 50 plantas por
tratamiento. Las observaciones se realizaron durante 45 dias y se evalud el enraizamiento,
determinado por € nimero y longitud de raices, expansiéon de la l&mina foliar (medida
por en & ancho promedio de la segunday la tercera hoja de cada planta), altura de plantas
y nimero de nudos. Los datos fueron analizados con la prueba paramétrica de varianza
para las mediciones y la no parametrica de Chi-cuadrado (X?) para conteos o frecuencias.
Cuando en los andlisis de varianza se encontrd significancia del 5 %, se procedié a
realizar la prueba de Ryan Einot Gabriel Welsch (Ryan , 1960; Einot and Gabriel, 1975;
Welsch, 1977) para separacion de medias de rango multiple. Pararealizar los andlisis se
utilizo el paguete estadistico de SAS (1989).

2.4.2 Ensayo de aireacion en diferentes medios: Considerando la aireacion como un factor
importante en la micropropagacion de lulo, se probd la efectividad de los medios Cl y CEFA

comparada con los medios A y 1/2M S, todas con espumilla en la tapa.

Los nudos de yemas axilares se extrgjeron de acuerdo alo descrito en el numeral 2.4.1y se

cultivaron a una temperaturade 21.5 °C'y con un fotoperiodo de 15 horas a 50nmol s m2.



Cuadro 1. Medios de Micropropagacion evaluados en lulo.
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Compuestos Cl | CEFA | Hendrix | Atkinson | /2MS| A
SalesMS (mg/L)

MICROS MACROS

CoCl2. 6H20 0.025 CaCl2 332.02

CuS04.5H20 0025 KH2PO 4170 MS MS MS MS »MS | MS

FeNaEDTA 36.70 KNO3 1900

H3BO3 6.20 MgSO4 18054

Kl 0.83 NH4NO3 1650

MnS0O4. 2H20 16.90

Na2Mo0O4.2H20 0.25

ZnS04. 7H20 8.6

Glycina (mg/L) 2 - 2 - - -

Tiamina HCL (mg/L) 1 04 1 10 1 0.5

myo-Inositol (mg/L) 100 | 100 100 100 100 -

Pantotenato de calcio (mg/L) - - - - - 25

Pyridoxina HCL (mg/L) 0.5 - 0.5 1 - 1

Acido Nicotinico (mg/L) 0.5 - 0.5 1 - 5

Azicar (g/L) 30 30 30 30 20 30

Agar (g/L) 6 - 7 8 4.5 -

Gel Rite (g/L) - 2 - - - 35

.pH 5.7 5.7 5.7 6.2 5.7 59

ANA (mg/L) - - 0.02 0.1 0.02 -

BAP (mg/L) - 0.5 0.02 1 0.04 -

GA3 (mg/L) - - - - 0.05 -

Hendrix: Hendrix et al,1987.
Atkinson: Atkinson et al, 1993.

@ Vitaminas B5: Gamborg, 1978.

1/2MS: 4E (Roca, 1984) modificado.
A: Hussey y Stacey, 1984.

CEFA: Centro Fruticola Andino(com. pers.).

Cl: CORPOICA (com. pers.)




El ensayo se organiz6 con un disefio experimental completamente al azar y un tamafio de
muestra de 20 plantas por tratamiento. Las observaciones se realizaron durante 60 dias,
de acuerdo a una escala preestablecida en la cual se caracterizd las plantulas segun €
nuimero de hojas expandidas, ancho de hoja promedio, alturay nimero de raices (Figura
1). Los andlisis se realizaron con la prueba no parémetrica de Chi-cuadrado (X?),
utilizando el paguete estadistico de SAS (1989).

2.4.3 Efecto de la posicion de la yema: Unavez seleccionado € mejor medio de
micropropagacion, se realizé un ensayo para evaluar € potencial de micropropagacion de las
yemas respecto a su posicion en la planta cultivada in vitro. Parafacilitar € seguimiento del
ensayo se realizé una numeracion descendiente de las yemas (Figura 2) en donde la yema
No.1correspondia a apice de la planta. Treinta plantas mantenidas in vitro fueron
micropropagadas de acuerdo al  procedimiento antes descrito en laseccién 2.4.1. Seevalud €
tiempo para emergencia de las raices y para el desarrollo las de hojas. La formacion de callo se

calific6 como una caracteristica indeseable.

2.5 Regeneracion de plantas

Se evaluaron dos vias de regeneracion; la embriogenesis somética y la organogénesis.
Debido alos escasos estudios reportados de regeneracion de lulo, |os ensayos se
establ ecieron basados en protocol os descritos para otras especies pertenecientes ala

familia Solanaceae.
2.5.1 Embriogenesis somatica

La ausencia de reportes de embriogenesis somética en lulo condujo a establecer estos
ensayos con base a protocolo de Guimaraes y colaboradores (1988), quienes reportaron
embriogénesis somatica en tomate de arbol (Cyphomandra betaceum, solanaced). Se
evaluo la capacidad de generar embriones somaticos en [ulo a partir de hojas
cotiledonares, con e medio basal MS suplementado con 2% de sacarosa, pH 5.6, 0.8% de
agar (Guimaraes et al. 1988) y enriquecido con diferentes concentraciones de 2,4-D (0.5,
1,3y 9mg/L) y caseina hidrolizada (200 mg/L). Los explantes se extrgjeron de la

de la coleccion SQEG (semillas pregerminadas in vitro).



CARACTERISTICA

1 2 3 4 5
No. de Hojas 2 3 4 5 >5
Ancho Hoja promedio (cm) | 0.3-0.5 0.5-15 | 1.5-25 | 25-35 | 3.5-45
Altura (cm) 1-15 15-25 | 2535 | 3555 | 5570
No. de Raices 0 1-2 3 4 >4

Figura 1. Escala establecida para comparar la respuesta de los medios CI, CEFA, 1/2MS

y A, con tapon e espumila en la tapa (condiciones de aireacion).
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Yemal
Yema?2 ___

Yema3

Yema4

Figura 2. Identificacion de yemas de acuerdo a su posicién en la planta
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L as hojas cotiledonares se cortaron 12 dias después de la germinacion, de acuerdo alo
descrito por Guimaraes, con la ayuda de pinzas quirdrgicas y un bisturi No. 11 estériles.
Estas fueron colocadas en papd filtro estéril y humedecido con agua para evitar la
deshidratacion. Se eliminaron los bordes superior e inferior (apice y peciolo) y fueron
sembrados de manera que € haz mantuviera contacto con el medio de cultivo. Estos se

mantuvieron en oscuridad durante 30 diasy a 21.5°C de temperatura.

2.5.2 Organogeénesis

2.5.2.1 Efecto del Origen de los Explantes en Organogénesisde lulo: El lulo por ser
una planta al bgama presenta una alta variabilidad entre plantas propagadas por semilla, es
decir, que de un mismo fruto se puede obtener plantas genéticamente diferentes (Quiroga
y Doering , 1982). Esta variacién genética constituye una variable adicional, que dificulta
la estandarizacion de protocolos de regeneracion y transformacion. Para estos ensayos se
requiere trabajar con plantas propagadas vegetativamente (clones), y asi homogeneizar la
procedencia genética. Por este motivo, si bien inicialmente se utilizaron plantas
provenientes de semilla sexual, los ensayos posteriores se realizaron solamente utilizando

clones de las colecciones Sq y SqE.

2.5.2.2 Efecto de medios de organogénesis en lulo: Se evalud € efecto de diferentes
medios de cultivo sobre la capacidad organogénica de lulo en los genotipos Sqy SQE
(Cuadro 2) . Los ensayos preliminares comprendieron tres tratamientos; el medio H
reportado para organogénesis de lulo (Hendrix et al , 1987) desarrollado en la
Universidad de Florida (USA), en € laboratorio de € Dr. Richard Litz; e medio Ul
reportado por Ultzen (1993) para organogénesis de tomate (Lycopersicum esculentum); €
medio AG utilizado para organogénesis de tomate de arbol (Cyphomandra betacea) por
Atkinson y Gardner (1993). Con base en los resultados obtenidos, se decidio evaluar
variantes de los medios U1 y H. EI medio U1 fue suplementado con caseina hidrolizada
(200 mg/L) y la hormona AlA fue reemplazado por ANA 0.1 6 1 mg/L, laZeatina



Cuadro 2. Medios de regeneracion evaluados en lulo.

Compuestos H HM | AG Ul U2
SalesMS (mg/L)
MICROS MACROS

CoCl2. 6H20 0.025 CaClI2 332.02
CuSO4.5H20 0025 | KH2PO4 170 MS MS | MS MS MS
FeNaEDTA 36.70 KNO3 1900
H3BO3 620 | MgSO4 18054
Kl 0.83 NH4NO3 1650
MnSO4.2H20  16.90
Na2Mo04.2H20 0.25
ZnSO4.7H20 86
Glycina (mg/L) 2 2 - - -
Tiamina HCL (mg/L) 1 1 10 10 10
myo-Inositol (mg/L) 100 | 100 | 100 | 100 100
Pyridoxina HCL (mg/L) 0.5 0.5 1 1 1
Acido Nicotinico (mg/L) 0.5 0.5 1 1 1
Azlcar (g/L) 30 30 30 10 20
Glucosa (g/L) - - - 10 -
Agar (g/L) 7 - 8 3 3
Gel Rite (g/L) - 2 - 1 1
Caseina Hidrolizada (mg/L) - - - - 200
.pH 5.7 57 | 6.2 57 5.7
ANA (mg/L) - - 0.01 - 01 |1
BAP (mg/L) - 2 1 - 03 |1
KIN (mg/L) 5 - - - -
AlA (mg/L) 0.01 - - 0.02 -
Zegtina(mg/L) - - - 2 -

H: Hendrix et al,1987. AG: Atkinson y Gardner, 1993.

HM: Hendrix modificado por Litz. Ul: Ultzen et al 1993.

U2: Ultzen modificado.
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fue reemplazada por BAP 0.3, 1y 3 mg/L respectivamente, (medio U2). El medio H fue
modificado por sugerencia del Dr. Richard Litz (comunicacion personal) cambiando la
KIN por BAP (2 mg/L) y € agar por Gel Rite (2 g/L), este medio fue denominado HM
(Cuadro2).

Los explantes fueron incubados a una temperatura de 21.5 °C y con dos dias de oscuridad,
seguidos de 35 dias de luz con fotoperiodo de 15 horas a 50nmol s* m2, con excepcion
del tratamiento con €l medio H, donde los explantes fueron incubados directamente en la

luz, como lo describe Hendrix.

2.5.2.3 Efecto del explante en la organogénesis de lulo: Se comparé la respuesta
organogeénica entre laminas foliares y peciolos. El Unico protocolo reportado a la fecha
para organogénesis de lulo (Hendrix et al, 1987) utiliza €l cultivo de l&amina foliar.
Considerando la mayor respuesta organogénica de peciol os reportada por algunos autores
en solanaceas, como tabaco (Cassells et al, 1982) y papa (Lentini et al, 1990), y en otras
especies como uva (Colby et al. 1991) y papaya (Yang et al.1996), surgi6 lainquietud de
probar peciolos como explante para la regeneraciéon. Lalamina foliar de la primera hoja
expandida, fue cortada con un bisturi No. 11y pinzas estériles, en segmentos de 0.2506 1
cn?, conservando |a nervadura central y separando el peciolo de la hoja, ambos explantes

fueron cultivados con € haz en contacto con € medio.

2.5.2.4 Efecto ddl Pretratamiento del explante en la Organogénesis de lulo: Debido a
gue € tgjido de lulo posee una alta densidad de tricomas'y con €l objeto de incrementar
contacto con €l medio de cultivo, €l explante se sonico para producir pequefias heridas en
el tgjido antes de su cultivo. El pretratamiento consistio en incubar las hojas durante 30
minutos en 50 ml de medio M S liquido contenido en un frasco de compotay enriquecido
con Zeatina 0 BAP, seguin el medio de regeneracion a utilizar (seccién 2.5.2.2., Cuadro
2). El frasco se coloco bajo e sonicador (modelo 450, 50 Hz, Branson Ultrasonic
Corporation; Figura 3) en la cAmara de flujo laminar y se sonicé durante 1 minuto con
una intensidad de 60 voltios. Al terminar el sonicado se aplico vacio durante 15 minutos.
Posteriormente los explantes se sacaron del medio liquido y se colocaron en un papel

filtro estéril para absorber el exceso de humedad.
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Posteriormente se separaron |os peciolos de lalaminafoliar y se cultivaron de acuerdo a

los procedimientos descritos en 2.5.2.3.

2.5.2.5 Efecto del medio de Micropropagacion en la regeneracion: Este ensayo se
realizo con las mejores variables obtenidas del andlisis 2.5.2.4, con el objetivo de evaluar s
larespuesta organogénica es afectada por € medio de micropropagacion utilizado en €l
mantenimiento de las plantas donantes. Para ello se multiplicaron 75 plantas en medio A y
1/2MS en diferentes tiempos de incubacion (15 dias paramedio A y 30 dias para 1/2MS),
para coincidir con el estado de desarrollo de las plantas, ya que en el mdio A las plantas
mostraron un desarrollo equivalente al del medio 1/2M S, més temprano. La lamina foliar
de la primera hoja expandida, fue separada de la planta con un bisturi No. 11y pinzas
estériles, posteriormente se le realizd el pretratamiento (numeral 2.5.2.4), se elimind la
l&minafoliar y e peciolo fue cultivado en medio U1 (numera 2.5.2.2) a una temperatura
de 21.5 °C y con dos dias de oscuridad, seguidos de 35 dias de luz con fotoperiodo de 15

horasa 50mmol st m?.

2.5.2.6 Disefio experimental y Andlisis Estadistico

L os ensayos de regeneracion se realizaron en dos etapas: En la primera etapa se
efectuaron ensayos preliminares para determinar el potencial de regeneracion de lulo
mediante embriogénesis sométicay organogénesis. Estos ensayos se organizaron con 2
repeticiones en forma de 2 blogues completos a azar, de estructura factorial, con cinco
unidades experimentales por cada bloque, cada unidad constituida por una caja de petri
con 4 laminas foliares y 4 peciolos, para evaluar organogénesis (Secciéon 2.5.2.2) y 5
hojas cotiledonares por caja de petri para evaluar embriogénesis (Secciéon 2.5.1). Se
cuantificé el nimero de embriones o brotes producidos por explante en un periodo de 55

dias.

En la segunda etapa, una vez identificada la mayor capacidad de regeneracién por
organogénesis, se realizaron experimentos para seleccionar € mejor medio de cultivoy

comprobar la efectividad del pretratamiento alos explantes. Se evaluaron tres
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tratamientos que consistieron en comparar €l medio H sin pretratamiento (testigo), con
los medios HM y U1 con pretratamiento. El ensayo se dispuso en 4 repeticiones con
forma de bloques completos al azar de estructura factorial y cinco unidades
experimentales, cada una constituida de 4 ldminas foliaresy 4 peciolos por caja de petri.
Se evaluaron €l nimero de dias en regeneracion y nimero de brotes por explante, en un

periodo de 55 dias.

L os datos fueron analizados con la prueba paramétrica de varianza y la no paramétrica de
Chi-cuadrado (X?), segin el caso. Conteos o frecuencias se realizaron con un enfoque no
paramétrico y las mediciones de tiempo con e enfoque paramétrico. Adicionalmente se
realiz6 una asociacion general de respuesta, segun la prueba estadistica Cochran Mantel
Haenszel (1959).

El ensayo 2.5.2.5, se dispuso en 3 repeticiones con forma de bloques completos a azar
de estructura factorial y cinco unidades experimentales, cada una constituida por 5

peciol os por caja de petri, evaluando el nimero de explartes que regeneran. Los datos se
analizaron con la prueba no paramétrica de Chi-cuadrado (X?). Todos los andlisis
estadistico se realizaron utilizando el paquete estadistico de SAS (1989).

2.6 Fasedelnvernadero

Veinte plantas regeneradas y veinte clones originales (testigo) mantenidos in vitro
durante 45 dias fueron llevadas a invernadero con una temperatura de 21 °C 'y 78% de
humedad relativa. Las plantas fueron sacadas del tubo de ensayo y lavadas
cuidadosamente para eliminar |os residuos de agar en laraiz. Se plant6 una planta por
pote de 8 pulgadas que contenia una combinacion de suelo: arena (3:1) previamente
esterilizado a 80 °C durante 2 horas. Para facilitar la adaptacion de las plantas al
invernadero, se cubrieron con vasos de poliuretano con perforaciones que facilitaban el
intercambio gaseoso, ocho dias después la cubierta fue retirada. Desde el momento del
transplante se fertiliz6 con urea 5 g/L, plantex 5 g/L y Coljap desarrollo 5 g/L, aplicados

en forma intercalada cada semana. El desarrollo de la planta en invernadero fue seguido
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durante 45 dias comparando €l desarrollo de los clones originales con las plantas
regeneradas, registrando dtura, nimero y forma de hojas, teniendo en cuenta posibles

cambios en la morfologia de la planta.
2.7 Fase de Campo

Después de 45 dias en invernadero, veinte plantas regeneradas por organogénesis y veinte
clones originales (testigos) fueron llevados a campo con e objeto de comparar su
desarrollo y fructificacién. En un terreno de 120 n fueron transplantadas guardando una
separacion de 2 nt entre planta. Un mes después del transplante cada una fue abonada
con super fosfato triple (20g/L) y urea (20g) y Sulfato de potasio (20g) colocados en €
suelo a20 cm del tallo con una frecuencia de aplicacion cadatreinta dias. En lafase de
floracion se aplico borax (5¢g/20L) parafavorecer € llenado de fruto. Las plagasy
enfermedades fueron controladas con aplicaciones ocasionales de elosal (4ml/L),
confidor (3mg/L), lorsban (1ml/l) y vertimec (3 mi/L). El control de malezas fue
moderado pues € lulo es muy susceptible en suelo descubierto, por lo tanto se limpio la
zona de aporque para cada plantay € resto del terreno se dgjé cubrir de malezas. Se
realizaron mediciones de atura y nimero de hojas cada 8 dias, asi como tiempo de

floracion y llenado de fruto.



3. RESULTADOSY DISCUSION

3.1 Efecto del Medio de Cultivoy la Aireacién en la Micropropagacion

Las plantas de los dos genotipos SQE y Sq, donadas por CEFA, fueron subcultivadas en
el medio y las condiciones recomendados por ellos, que incluia € sellado de |os tubos
con tapas plasticas. Después de 30 dias de subcultivo se observd una apariencia genera

fragil en la planta, tallos elongados y flexibles, lenta emision de raiz y de [&mina foliar
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poco desarrollada, caracteristicas no recomendables en un explante que va a ser sometido

a diferentes ensayos de regeneracion, ya que tiende a perder su viabilidad durante €l

proceso. Tratando de mejorar estas condiciones se probo el medio Cl, igualmente con

tapa pléstica, pero la respuesta de las plantas no vario, por lo tanto se acudié alos medios

reportados en la literatura para lulo (Hendrix) y tomate de arbol (Atkinson), con los

cuales no se obtuvo mejor respuesta.

Analizando las caracteristicas que presentaban las plantas, tales como apariencia fragil,

poca expansion de lalamina foliar, tallos elongados y pocos nudos, se encontré similitud

con los efectos tipicos causados por € etileno en € cultivo in vitro de algunas especies.

Adicionalmente, se observo que la poca emision de raices podria afectar €l desarrollo
general de laplanta, por lo que se tratd de promover € enraizamiento con e uso dela
mitad de las sales M'S, tomando como base reportes de micropropagacion en especies
forestales (Monn, 1987; Kelvska, 1995; Susanto, 1995).

Considerando estos factores, se exploré como una alternativa de micropropagacion de

lulo, laadicion de una espumilla en la tapa para facilitar e intercambio gaseoso del
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explantey € uso de un medio de cultivo con lamitad de las sdles MS. La respuesta de los
dos clones a este tratamiento fue evaluaday comparada con la respuesta a |os protocol os

reportados para lulo y tomate de arbol.

Cuarentay cinco dias después de iniciado €l ensayo, se observaron plantas completas en
todos los tratamientos. Las plantas que se cultivaron seguin |os protocol os descritos por
Hendrix y Atkinson, mostraron un desarrollo débil, lamina foliar delgada, hojas clordticas
y bajo nimero de raices. En contraste las plantas fueron vigorosas, con laminafoliar
ancha, hojas color verde intenso y gran nimero de raices cuando se cultivaron en €
medio ¥2 MS con tapon de espumillaen latapa (Figura4 ).

El medio ¥2 MS con espumilla en la tapa mostro raices mas numerosas y dos veces mas
largas que las presentadas en los medios Hendrix y Atkinson (Cuadro 3y 4), de lamisma
forma, a comparar €l ancho de hoja de plantas cultivadas en los mismos medios, se
presentaron hojas con € doble de ancho en %2 M'S comparadas con las hojas de las plantas
subcultivadas en los otros medios (Cuadro 3). En cuanto a la altura se encontraron plantas
mas pequeias y con mayor nimero de nudos en e medio %2 MS con espumilla, diferente
a Atkinson y Hendrix, donde se produjeron plantas més largas, con menor nimero de

nudos, por lo tanto mayor distanciainternodal (Cuadro 3).

No se observaron diferencias significativas entre los genotipos, en las variables ancho de
hoja, nimero de nudos y nimero y longitud de raiz. Las plantas del genotipo Sq fueron
un poco mas altas que el genotipo SqE en los tratamientos (Cuadro 3), aunque la

diferencia no fue muy grande.

Los resultados indican que el tratamiento ¥2 M S con espumilla en la tapa permite un
desarrollo de plantas mas vigorosas en la micropropagacion de lulo. Sin embargo,
después de doce subcultivos (aproximadamente uno cada mes), se presentd una
decoloracion blanquecina en las hojas de las plantulas mantenidas en €l medio %2 MS
(Figura5), efecto que se mantuvo durante €l subcultivo in vitro, pero que desapareci

cuando las plantas fueron cultivadas en suelo. Esta observacion elimind la posibilidad de
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Figura 4. Plantas in vitro de lulo micropropagadas en ¥2MS,
Atkinson (AT) y Hendrix (H).
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Cuadro 3. Efecto en el promedio de longitud de raiz, ancho de hoja, atura
y nimero de nudos de los genotipos SQE y Sq con los protocol os,
Hendrix, Atkinsony 1/2 MS, alos 45 dias después del subcultivo.

Genoti po Sin Espumilla Con Espumilla
Hendrix | Atkinson 1/2MS
SqE 56b 5.8b 11.2d
(0.18) (0.19) (0.23)
Longitud de Raiz | Sq 55b 52b 11.2d
(cm) (0.15) (0.07) (0.23)
1| 56b 55b 11.2d
Promedio 011) | (0.10) (0.16)
SqE 17c 17¢ 3.8d
(0.05) (0.06) (0.06)
tho hoja (cm) q 16¢c 15c 40d
(0.06) (0.06) (0.06)
. 16¢ 16¢ 40d
(1)
Promedio™ | 504 | (0.04) (0.04)
SqE 11b 11b 7¢
o (0.22) (0.22) (0.18)
Altura (cm) Sq 12a | 13a 8¢
(0.15) (0.25) (0.19)
Promedio™ | h1g) | (15 | (013
SqE 6cC 6C 10b
(0.23) (0.22) (0.22)
Ndmero de nudos ' [ 5q 6c 6C 11a
(0.24) (0.24) (0.22)
. (1) 6¢C 6¢C 10b
Promedio™ | 516) | (0.16) (0.16)

L os valores representan |os promedios de 2 repeticiones con 50 plantas de cada genotipo por
protocolo, error estandar entre paréntesis.

(1) Promediosenlosdiferentes niveles del mismo factor, seguidos por letra diferente indican
diferencia significativa seguin la prueba Ryan Einot Gabriel Welsch, con una probabilidad p=0.05.



29

Cuadro 4. Numero total de plantas de acuerdo al nimero de raices producidas
por planta en los genotipos SQE y Sg en tres medios de propagacion,
alos 45 dias después del subcultivo.

No. de Raices Hendrix Atkinson MS 1/2
2 33 41 0
3 60 50 0
4 7 9 0
>4 0 0 100
Tota 100 100 100

L os valores representan la frecuencia obtenida en 2 repeticiones con 50

plantas de cada genotipo por tratamiento.

Datos significativamente diferentes segiin la prueba de Chi-cuadrado

(X?= 303.06; p=0.001; gl=6).
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Figura 5. Decoloracion blanquecina en las hojas de lulo después de 12 subcultivos
(aproximadamente cada mes) en medio 1/2MS.
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gue se tratase de una variegacion genética y sugirio que probablemente las plantas
sufrieron un deterioro fisiolégico por la exposicion prolongada a reguladores de
crecimiento presentes en e medio de cultivo ¥2 MS (Cuadro 1). Por esta razon se busco

ensayar otro medio sin reguladores de crecimiento.

Se evalud como alternativa el medio A (Cuadro 1), teniendo en cuenta la ausencia de
hormonas en sus componentes y por que es utilizado para el mantenimiento invitro a

largo plazo del germoplasma de papa (Solanum melogena).

Se realizd una comparacion de la respuesta de los dos genotipos alos medios A y 2 M S,
ambos con espumilla en latapa. Las plantas cultivadas en medio A mostraron un
desarrollo radicular mas temprano y profuso respecto alas del medio Y2 MS (Figura 6A).
Este desarrollo temprano también fue observado en una mayor expansion de las hojasy
altura de las plantas alas tres primeras semanas de subcultivo (Figura 6B). Sin embargo
estas diferencias tienden a desaparecer alos 60 dias, cuando no se observaron diferencias
significativas en ancho de hoja, alturay nimero de nudos (Cuadro 5). En los dos medios
las plantas presentaron méas de 4 raices, aungue alos 60 dias las plantas en €l medio Y2
MS presentaron raices mas largas, esta caracteristica no influy6 en el desarrollo de las
plantas.

Los resultados indican que el medio A con espumilla en la tapa es mas eficiente en la
produccién de material vegetal vigoroso, de laminafoliar ancha, color verde intenso y
gran numero de raices, ademas de que no se presenta la decoloracion en las hojas después

de numerosos subcultivos.

La aparente ventgja de una emision de raices més largas ad usar 1/2M S no afecto €
desarrollo de las plantas a obtener resultados equivalente con el medio A, que contiene
sales M S completas. Aunque algunos autores consideran favorable €l uso de lamitad de
las sdles M S en forestales como Qercus bicolor (Monn, 1987), Picea omonica (Kelvska,
1995) y en agunos citrus (Susanto, 1995), por considerarlas susceptibles al contenido

total de MS, en lulo, aparentemente este no es un factor importante.
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treinta dias de sembrado en €l medio de cultivo.Valores seguidos de diferentes
letras son significativamente diferentes (prob.=0.012); (B) Registro fotogréfico.



Cuadro 5. Altura, ancho de la hojay nimero de nudos de |os genotipos
SgEy Sgenlosmedios Ay 1/2 MS, alos 60 dias de cultivo.

Genotipo Espumilla
A 1/2MS
7b 6b
SqE
Altura (cm) (07-1;1) (07.1:)
= (0.20) (0.18)
9c 8c
SqE
N(imero de nudos (Oélch) (2623)
= (0.23) (0.22)
36e 36e
I (0.05) (0.08)
Ancho de hoja (cm) 351 377
> (0.01) (0.08)
79 11h
= (0.23) (0.23)
Largo Raiz (cm) 79 ih
Sq (0.23) (0.23)

L os valores representan |os promedios de 2 repeticiones con 50 plantas de
cada genotipo por protocolo, error estandar entre paréntesis.

@ Promedios en los diferentes niveles del mismo factor, seguidos por letra
diferente indican diferencia significativa segun la prueba Ryan Einot Gabriel
Welsch, con una probabilidad p=0.05.



La desaparicion del efecto de decoloracidn en las hojas con € uso del medio A, indica
gue e componente hormonal del medio %2 MS afecta el material vegetal cuando es
utilizado por largos periodos, lo cua se debe tener en cuenta, pues a parecer € lulo es

muy sensible a estimulo hormonal.

Todas las plantas vigorosas se obtuvieron con el uso de la espumillaen latapa, a parecer
este efecto positivo esta directamente relacionado con € contenido de etileno en el
cultivo in vitro, ya que las caracteristicas observadas en plantas sin aireacion, tales como
plantas elongadas, pocos nudos gran distancia internodal y lamina foliar delgada, son
propias del efecto causado por € etileno, efecto que desaparece a favorecer €
intercambio gaseoso con la espumilla en la tapa, obteniendo plantas de laminafoliar

ancha, menos aturay mayor nimero de nudos, con menor distancia internodal.

Al comparar plantulas de lulo cultivada sin aireacion con registros fotogréficos de
Brasica campestris cultivadas bagjo €l efecto de etileno (Lentini et al, 1990), se
encuentran semejanzas en |os tallos el ongados con entrenudos distantes y ldmina foliar

pequena.

El etileno es producido por todo tipo de tejidos, incluyendo callos, suspencionesy brotes.
L os efectos fisiol6gicos varian de acuerdo a la concentracién del gas, produciendo
efectos deseables e indeseables. Su efecto sobre la expansion de lalamina foliar y la
presencia de tall os elongados ha sido reportado en diferentes especies (Abeles, 1985,
citado por Lentini. et al.1990), incluyendo frutales como papaya (Carica papaya; L ai-
ChuoChun. et al., 1998), sandia (Thomas et al., 2000) y chirimolla (Anona squamosa;
Zobayed et al., 2002). En Kalanchoe blosfeldium se presentaron menos nudos por planta

cuando se cultivé en recipiente cerrados (Horn et al, 1988).

No es muy claralaaccion del etilero sobre € enraizamiento de plantulas, ya que ha sido
reportado como promotor y como inhibidor dependiendo de la especie (Fabijam, 1981),

pero seguin las observaciones registradas, |os tratamientos sin espumilla en la tapa



presentaron escasa raiz, 1o cual implica un posible efecto negativo sobre el proceso de

enraizamiento.

Hasta el momento, otros autores no habian considerado € intercambio gaseoso en la
micropropagacion de lulo. Pero estas observaciones sugieren laimportancia de
profundizar en los efectos del etileno, paralo cual se puede medir la cantidad del gas en
recipientes con y sin aireacion, utilizar inhibidores de etileno y observar el
comportamiento del desarrollo delaplanta o inyectar € gas a concentraciones
determinadas en recipientes hermético y medir sus consecuencias en las plantulas, de esta
manera se podrian realizar conclusiones més certeras del efecto del etileno en € cultivo

invitro delulo.

3.2 Ensayo de aireacion en diferentes medios

Considerando los beneficios de la aireacion en la micropropagacion de lulo, se decidio
comparar la efectividad de los medios Cl y CEFA (normalmente utilizados por otros
laboratorios en Colombia para micropropagacion de lulo) con espumilla en latapa. Esta
respuesta fue comparada con los medios Ay 1/2M S con aireacion, |os cuales generaron

plantas vigorosas en el ensayo anterior.

L as observaciones se realizaron seglin una escala establecida, de 1 a5, caracterizando la
planta seguin € nimero de hojas, € ancho promedio de las hojas, la alturay el nimero de
nudos, siendo uno la planta menos desarrollada y cinco la que alcanzd mayor desarrollo.
Para simplificar el andlisis, se agrupd los grados 3, 4 y 5 (que representan plantas
desarrolladas) y fueron comparados con los grados 1y 2, que representan explantes sin
desarrollar y plantas comenzando su fase de desarrollo, respectivamente.

En todos los tratamientos se observaron plantas completas, pero e nimero de plantas
vigorosas obtenidas vario dependiendo del medio de cultivo (Figura 7), los andlisis
estadisticos respaldaron esta observacion (X?= 27.1; prob= 0.007; gl= 12), indicando que
el desarrollo de las plantas depende del medio utilizado (Figura 8). En el medio CI la



Cl

CEFA

Y2MS

Figura 7. Efecto delaaireacion en e medio CI, CEFA, 1/2MSy A



37

0."

60

20 7

10 T—

Cl CEFA 2MS A

01 o2 3-5
Escala =

Figura 8. Comparacién del estado de desarrollo de plantulas de lulo subcultivadas en los
medios CEFA, CI, 1/2MS y A bgjo condiciones de aireacion (con espumillaen
latapa), alos 60 dias después del subcultivo.




mitad de las plantas present6 un desarrollo de grado 1, un 35 % de grado 2 y apenas un
14 % de plantas acanzaron los grados 3-5. En contraste, los medios CEFA y Y2 MS
mostraron del 25% al 28 %y 35 % de las plantas con un grado de desarrollo 1y 2,
respectivamente, y aproximadamente de un 30% al 50% plantas en un desarrollo de 3-5.
El mejor desarrollo se obtuvo en e medio A, donde mas del 50% de |as plantas
mostraron un desarrollo grado 3-5, siendo € medio que produjo el mayor porcentaje de

plantas desarrolladas (Grado 5).

En términos generales se presentd un retraso en el desarrollo de las plantas en todos los
medios ensayados (Figura 9). La respuesta mas temprana se registro en € medio A,
cua ha sido considerado como el de mejor respuesta, produciendo plantas desarrolladas
de grado 3-5 después de 35 dias del subcultivo, lo cual contrasta con las primeras
observaciones registradas en el numeral 3.1, en donde se presentaban plantas
desarrolladas 15 dias después del subcultivo. En los otros medios se observaron plantas
grado 3-5 alos 45 dias en € medio CEFA, 54 dias en e medio 1/2MSy tomé casi dos

meses en € Cl.

Estos resultados sugieren que las plantas de la coleccién in vitro han sufrido un proceso
de deterioro, probablemente ocasionado por continuos subcultivos realizados para su
mantenimiento. Otros investigadores no recomiendan realizar mas de 12 subcultivosin
vitro, por lo que se hace necesario renovar constantemente la coleccion con materiales de

campo o invernadero.

En este experimento las plantas en e medio CEFA mostraron un desarrollo
significativamente mayor que & presentado a utilizar éste medio sin espumilla en latapa
(seccidn 3.1), adicionalmente, llamala atencion que las plantas en el medio CEFA
mostraron un desarrollo levemente mejor respecto a medio %2 M S, mientras un 10% de
las plantas en medio CEFA se desarrollaron en grado 5, ninguna plantaen medio ¥2MS
alcanzo éste nivel de desarrollo hasta los 60 dias, 1o cua contrasta con las primeras

observaciones obtenidas en la seccién 3.1, que indicaron a medio 1/2MS como muy
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Figura 9. Desarrollo de plantulas de lulo en condiciones de aireacion, cultivadas en los
medios Cl, CEFA, 1/2MSy A, hasta los 60 dias. Donde la escala 1 representa
plantas menos desarrolladas y la escala 5 las més desarrolladas.




superior a CEFA, pero como se observo, al implementar la aireacion se obtuvo respuesta

cas equivaente entre los 2 medios.

Estos resultados reafirman laimportancia del intercambio gaseoso (facilitado con la
espumilla en latapa) en la obtencion de plantulas de lulo vigorosas y apoyan la hipotesis
de que €l etileno puede afectar en el cultivo in vitro de estas plantas, por o que se
recomienda realizar las pruebas sugeridas en € numera 3.1, para corroborarlo.
Adicionalmente se plantea que este factor actlia en interaccién con el medio de cultivo
utilizado, como se observo, la respuesta fue diferente entre medios aungue todos

estuvieron en condiciones de aireacion.

El uso de reguladores de crecimiento en € medio de cultivo para el mantenimiento a
largo plazo de lulo in vitro, puede causar un deterioro en las plantas, como fue observado
en la seccion 3.1, por lo tanto no se recomienda emplear medios suplementados con

hormonas.

Un factor comin en los medios de menor respuesta (Cl y 2 MS) es € uso de agar como
gelificante, el cual posee alguna desventajas comparado con € gel Rite (utilizado en
medio A y CEFA), tales como la presencia de algunas impurezas orgéanicas que pueden
afectar el desarrollo de las plantas, asi como la menor difusion de sustancias solubles que
reducen la disponibilidad para el tejido vegetal (Scherer, 1988).

Las vitaminas del medio A difieren de los otros medios ensayados en a gunos aspectos;
como la ausencia de myo-inositol, la cua es una de las vitaminas esenciales, la presencia
de pantotenato de calcio y la alta concentracién de acido nicotinico. Se conoce que €
requerimiento de vitaminas varia de acuerdo ala naturaleza de la plantay € tipo de
cultivo (George, 1993), algunos experimentos han mostrado que la supresion de algunas
vitaminas favorecen €l desarrollo de las plantas (Linsmaier y Skoog, 1965). El
pantotenato de calcio no es utilizado con frecuencia, pero se ha encontrado que juega un

papel importante en el cultivo de algunos tejidos (Morel, 1946; Telley Gautheret, 1947;
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Gautheret, 1948, citados por George, 1993), por lo que no es extrafio que favoreza la

respuesta en lulo.

Como ya se menciond, las mejores plantas fueron obtenidas con € medio A, lo cua lleva
a confirmarlo como el que proporcionala mejor opcién para micropropagacion de

plantulas lulo en condiciones de aireacion.

3.3 Efecto dela posicion de la yema

El subcultivo continuo de diferentes yemas en el medio A con espumilla en latapa,
presento asincronia en €l desarrollo de la poblacidn. Algunas plantas mostraron un
crecimiento mas acelerado y en otras se observo la formacion de callo friable al rededor
delayema, € cua impidié la brotacidn de raiz afectando el desarrollo normal de las

plantas o inhibiéndolo totalmente.

Se considerd que la posicién de la yema respecto a apice de la planta podria ser un factor
determinante en este fendmeno, por lo cual se identificd la posicién de diferentes yemas
(Figura 2) y se colocaron en medio de propagacion para hacer un seguimiento de su

desarrollo.

La respuesta de las yemas presentd un comportamiento diferencial, observando un ato
potencial de propagacién en las primeras yemas que fue decayendo a acercarse ala base
de la planta. La mejor repuesta se obtuvo en las yemas No.1y 2 reflgado en un rapido
enraizamiento que comenzo alos 16 dias (Figura 10). De layema No. 3 en adelante se
present6 una lenta produccion de raices tardando mas de 27 dias en comenzar a enraizar,
de lamisma forma, en estas yemas se presentd con ata frecuencia la formacion de callo
friable en la base del explante ( X?= 26.66; prob= 0.001; gl= 2), impidiendo & desarrollo

normal de la planta, efecto que no se presentd en las primeras yemas.

Lasyemas 1y 2 presentaron un rgpido enraizamiento, pero se observo que la expansion

foliar fue més rapida a partir de layema 1 (datos no se muestran), probablemente por que
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Figura 10. Dias de enraizamiento en plantas micropropagadas a partir de

layemaen posicion 1, 2y 3.



esta contiene € dpice de la planta, que ya posee hojas formadas en el momento de ser
colocado en e medio de cultivo, diferente ala yema 2 que debe empezar a desarrollar
hojas nuevas. Por |o tanto se escogio la primera yema para establecer una coleccion
donante que aportaria los explantes para los ensayos de regeneracion y la segunda yema

para establecer la coleccion de mantenimiento del material in vitro.

Con la primera yema se obtienen plantas homogéneas en su estado de desarrollo,

logrando sincronizar la produccion de explantes para los ensayos de regeneracion.

Probablemente las primeras yemas se favorecen del gradiente hormonal intrinseco que

contienen las plantas, la cua presenta una acumulacion de auxinas en € apice, que seva
difundiendo hacia la base (George, 1993), ademés de que hay mayor actividad celular en
sus tejidos, contrario alas yemas inferiores, las cuales necesitan mas tiempo para inducir

actividad celular y responder a los medios de micropropagacion.

Laformacion de callo en las yemas inferiores podria estar relacionada con la
concentracién de citoquininas que tiene la planta en la zona basal (George, 1993), la cual,
al interactuar con el medio de cultivo favorece la formacion de callo.

3.4 Regeneracion de plantas

3.4.1 Embriogenesis Somética: Como una alternativa para obtener plantas regeneradas
de lulo se ensay6 la embriogénesis somética a partir de hojas cotiledonares, con base en

el protocolo reportado por Guimaraes para otra solanacea (Cyphomandra betacea).

El sometimiento de los explantes a diferentes concentraciones de la auxina 2,4-D (0.5, 1,
3y 9 mg/L), no mostro respuesta embriogénica en los tejidos. Los primeros 8 dias
presentaron un incremento en e tamafio, a los 20 dias se observé una apariencia
cloréticas en € tgjido y la aparicion de estructuras friables (Figura 11). A los 30 dias se

registré fenolizacion y posteriormente la muerte del explante.



Figura 11. Hoja cotiledonar de lulo en medio de embriogénesis a
los 55 dias.

Figura 12. Hojas expandidas de lulo (SgE) fenolizados después de 30 dias en
medio Hendrix



Generar embriones sométicos no solo es importante por su aplicacién en los métodos de
transformacion genética, si no por la aplicacion préctica que embriogénesis tiene en la
multiplicacion a gran escalay en la posibilidad de hacer crioconservacion para generar un

banco de germoplasma (Von Arnold., et al. 2002).

Desde que Rienert (1958) y Steward et al (1958) describieron la induccion de embriones
somaticos en zanahoria (Dacus carota), se establecio que todas las células vegetales
tienen la capacidad de formar callos embriogénicos in vitro, siemprey cuando se
encuentre el explante, el medio de cultivo y las condiciones ambientales apropiadas (Von
Arnold. et a. 2002), de hecho se ha conseguido generar embriones somaticos en
numerosas especies vegetales, incluyendo algunas solanéceas como Nicotiana tabacum
(Stolarz, 1991; Haccius et al., 1965), S. melogena (Saito y Nishimura, 1994), S. aviculare
(Alizadey Mantell. 1991) y S. tuberosum (Garcia et al, 1995).

L as concentraciones hormonal es probadas en lulo estan en e rango de las reportadas para
solanéceas, aun asi, no se observaron embriones sométicos. Se sabe que |os patrones de
respuesta al cultivo de tejidos estan determinados epigenéticamente y estén influenciados
por e estado de desarrollo de la planta madre y la naturaleza del explante (Litzy Gray,
1995), por lo gque seria interesante probar diferentes estados de desarrollo en la planta
madre, ademés de variar laauxina utilizada y ensayar €l uso de reguladores de
crecimiento del tipo de la nueva generacion tales como oligosacaridos, jasmonatos,
poliaminas brassinosteroides, los cuales han logrado inducir embriones sométicos en
algunas especies recalcitrantes (Von Arnold et al. 2002).

3.4.2 Organogénesis: Serealizaron ensayos preliminares para obtener brotes
regenerados a partir de hojas apicales de los clones SqE y Sq, probando € Unico reporte
paralulo hastafechay ensayando diferentes medios, basados en reportes de otras
solanéceas, aungue cada genotipo requiere cordiciones especificas, |la metodol ogia puede

establ ecerse con base a especie relacionadas.



Después de 30 dias de cultivo en medio de regeneracion, no se observaron brotes
regenerados en ninguno de los tratamientos. A los 8 dias |os explantes aumentaron su
tamano, posteriormente, a rededor de los 15 dias se observo ensanchamiento en las
nervaduras centrales y en la base de la hoja, alos 25 dias agunos explantes generaron
raices, pero hubo ausenciatotal de brotes apicales regenerados. Treinta dias después de
iniciar los ensayos, se presentd oxidacion y muerte de los explantes de los dos genotipos
(Figura 12). Estas observaciones sugerian que €l tejido no estaba recibiendo el estimulo
hormonal necesario, pues no se notaba ningun tipo de actividad celular en las laminas

foliares, aparte de la eventual formacién de raiz.

Teniendo en cuenta numerosos reportes de organogénesi s en diferentes especies de
solanéaceas; como tabaco (Nicotiana tabacum, Cassells et al., 1982), tomate de érbol
(Cyphomandra betacea, Atkinson y Gardner, 1993), tomate (Lycopersicum esculentum,
Ulzen et al, 1993), papa (Solanum tuberosum, Lentini et al.,1990), berenjena (Solanum
mel6gena, Fari et al., 1995; Mukherjee et al., 1991), S muricatum (Joo et al., 1986),
entre otras, se considerd que en esta familia habia una tendencia favorable a la respuesta
organogeénica, por 1o que se tratd mejorar las condiciones del explante de lulo para

promover |a organogénesis.

Por lo tanto, adicionamente alalamina foliar se ensay6 € peciolo como explante (por su ato
potencia organogénico reportado en otras especies) y se disefio un pretratamiento que consiste en
utilizar un sonicador pararedizar pequefias heridas a los explantes para favorecer e contacto con
el medio de cultivo  medio. Como ensayo preliminar, se colocaron explantes de los dos
genotipos en medio U1, después de ser sometidos a pretratamiento. Treinta dias después se

observé por primera vez respuesta organogénica.

En & primer dia de ensayo, las [&minas foliares se mostraron afectadas por € proceso de
sonicacion (Figura 13B), pero después de quince dias se empez0 a observar su
recupreacion, as como el ensanchamiento en las nervaduras y un aumento el tamafio del
explante, llegando a duplicar su tamafio inicia (Figura 13 C). Veinte dias después, se

observo un aspecto rugoso en lalaminafoliar y se presentaron abultamientos, que 18 dias
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Figura 13. Hojas apicales en medio de regeneracion: Antes de pretratamiento (A);
Después del pretratamiento (B) y 15 dias enmedio de regeneracion (C).



después dieron lugar a brotes organogénicos (Figura 14), los cuales fueron generados sin

laformacién previa de callo friable (organogénesis directa).

De lamisma forma, se presentd respuesta en los peciolos, los cuales iniciamente
reaccionaron en forma similar a las hojas, a los 15 dias incrementaron su tamario original
(Figura 15 A), alos 20 dias se observo un ensanchamiento en los extremos, a los 30 dias
se presentaban abultamientos que se extendian desde los extremos al centro del peciolo,

los cuales posteriormente originaron brotes alo largo del peciolo (Figura 15 B).

Estos resultados indicaron que € pretratamiento favorecia la respuesta organogénica,
para comprobar su efectividad se compard la respuesta organogénica de hojas y peciolos
de los dos genotipos, sonicados y cultivados en los medios HM y U1 (Cuadro 2). Se
utilizé como testigo € protocolo descrito por Hendrix donde los explantes no son

sometidos a pretratamiento.

En estos ensayos se observé la misma tendencia presentada en |os ensayos preliminares:
No hubo respuesta de los explantes del tratamiento Hendrix (sin pretratamiento) pero si

en los explantes sonicados y cultivados en los medios HM y U1

La herida causada a |l os explantes con el sonicador favorecio la respuesta organogénica.
Algunos autores sugieren que las heridas causan movimientos endogenos de sustancias
gue migran hacia el lugar de la herida, causando un incremento en los niveles hormonales
que facilitan la morfogénesis. Park y Son (1998) realizaron estudios haciendo heridas
localizadas en hojas de Papulus nigra x P. maximowczii y observaron gque la
morfogénesis se limit6 alas parte heridas de la lamina foliar. La ventaja de usar €
sonicador es que este realiza gran cantidad de microheridas que no dafian drasticamente
el tgido y tienden a recuperarse rapidamente, ademés de que se favorece e contacto del

explante con €l medio de cultivo.

Considerando los medios de cultivo se observé que en € medio U1 la respuesta fue
mayor ala obtenidaen e HM, ya que ambos genotipos y explantes presentaron respuesta

(Figura 16), a diferencia del medio HM en donde no hubo respuesta en hojas de SQE y en



Figura 14. Brote regenerado a partir de laminafoliar a
los 30 diasde iniciar e ensayo.
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Figura 15.(A) Evolucion de peciolos en e proceso de regeneracion. (B) Peciolo
regenerando brotes multiples alos 50 dias en medio Ultzen.
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peciolos de Sg. La organogeénesis es atamente dependiente de la interaccion hormonal
entre el contenido enddgeno y su andlogo sintético, € cual es suministrado por el medio
de cultivo (Flick. et al, 1983). Al parecer el medio U1, que cuenta con la presenciade la
zeatina 'y AIA en sus componentes , proporciona mejores condiciones que € medio HM
(suplementado con BAP).

Analizando en forma global |a respuesta de los dos genotipos, se encontré que € SQE
presentd mayor respuesta (22 %, prueba X ), que el genotipo Sq, el cua alcanzé un 12%
de respuesta. Se ha reportado que la regeneracidn es muy influenciada por € genotipo,
pues resultados obtenidos en una variedad, podrian no ser reproducibles en otra (George,
1993). Algunas respuestas genoti po- dependientes son causadas por la interaccion entre la
plantay el medio de cultivo o la hormona utilizada, por lo que se debe tener en cuenta
que los genotipos requieren de condiciones especificas para cada uno. Esto podria estar
relacionado directamente con la ausencia de respuesta en el tratamiento Hendrix, aunque
seria interesante probar la respuesta de los genotipos a protocolo Hendrix con

pretratamiento.

Entre los explantes ensayados, se mostré mayor respuesta en |os peciolos que en las hojas
apicales (Figura 16). Se conoce que la respuesta morfogenética esta influenciada por €
origen del explante, € cual reacciona distinto a los estimulos hormonales (Litz y Jarret,
1993). En los ensayos preliminares, aungue no se presentd respuesta organogénica se
pudo observar un ensanchamiento de las nervaduras centrales y especialmente en la base
delahoja, alacua estéd adherido €l peciolo. Algunos estudios han encontrado que las
nervaduras centrales de las hojas poseen una ata concentracion de auxinas (Matson et al.,
1999), lo cual puede explicar € ensanchamiento de las nervaduras. Larespuestade los
peciolos, ademas de estar condicionada por € nivel endégeno de hormonas, puede tener
una mayor actividad celular, influenciada por su cercania alas células meristeméticas de

las yemas (George, 1993)

Los andlisis estadisticos indicaron que estos resultados son reproducibles. A pesar de

gue en agunos tratamientos no se presentaron brotes, si se observé diferenciacion en el
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044; prob.=0.001; gl=1

a a

Hoja SqE

Figura 16. Regeneracion de brotes alos 55 dias en dos genotipos de lulo, en tres
medios de cultivo, utilizando peciolo y hoja como explante. Las
plantas donantes de | os explantes fueron micropropagadas en medio

1/2MS.



tgjido y en algunos casos hubo formacion de mdltiples abultamientos que llegaron a
desarrollarse en brotes en formatardia a los 65 dias en € medio U1. Contrario alo
ocurrido en e protocolo H, en donde no se observé ningun tipo diferenciacion celular, ni

respuesta ddl tegjido, a parte de la hinchazon en las nervaduras centrales.

3.4.3 Efecto del medio de Micropropagacion en la regeneracion: Después recopilar
experienciay lograr destreza operativa (seleccion de las plantas madre, seleccion del
explante y manipulacion del pretratamiento) se utilizaron las mejores variables obtenidas
en e numeral 3.4.2, cultivando peciolos del genotipo SQE en medio U1, paraevauar s €
medio de propagacion utilizado en € cultivo de las plantulas donantes de |os explantes,

afecta la respuesta orgarogénica.

El ensayo mostré que peciolos provenientes de plantas micropropagadas en medio A
tienden a mostrar un mayor porcentaje de regeneracion (aproximadamente un 60%)
respecto alos provenientes de plantas micropropagadas en medio ¥2 MS, los cuales
alcanzaron un 40% de regeneracion (Figura. 17), aunque los andlisis estadisticos
indicaron estas diferencias no fueron significativas (X* = 3.846; gl= 1; prob.= 0.05).
Estos resultados sugieren la necesidad de incrementar €l nimero de repeticiones y
numero de muestra por repeticion paraelucidar si estas diferencias pueden llegar a ser

significativas.

En micropropagacion, € contenido hormonal del medio %2 MS logro causar deterioro en
los explantes después de un uso prolongado, por |0 que se cree que de igual manera,
puede afectar la organogénesis. Se debe tener en cuenta que el contenido endégeno
hormonal de plantas micropropagadas en este medio, proporcionan explantes que a largo
plazo poden ver afectada su respuesta organogeénica. Los resultados sugieren que €l
medio A no solamente favorece la micropropagacion de lulo, a presentar plantas con
mejor desarrollo y més vigorosas, s no también que incrementa la de respuesta en

regeneracion.
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Figura 17. Regeneracion en medio Ultzen de peciolos provenientes de
plantas micropropagadas en medios A 0 %2 MS.



3.5 Fase delnvernaderoy campo

Después de permanecer 45 dias en medio de micropropagacion in vitro, se seleccionaron
20 plantas regeneradas obtenidas en |os resultados descritos en e numeral 3.4.2,y 20
clones micropropagados in vitro (testigo). Estos fueron transplantados a suelo en
invernadero donde permanecieron por 45 dias antes de ser llevados a campo. En términos

generales no se observaron diferencias significativas entre ellos en su desarrollo.

La etapa de endurecimiento en invernadero se llevo acabo sin inconvenientes, logrando
un 100% de prendimiento. Las plantas se desarrollaron en forma normal y similar entre
S, sin aparentes cambios en la morfologia de los individuos (Figura 18). Después de 45
dias se observé un promedio de 5 hojas por planta, tanto en clones como en regeneradas,
cada hoja de borde lobulado y con una altura promedio de 21y 22 cm, para clonesy

regeneradas respectivamente.

Ya en campo, las observaciones se realizaron durante 90 dias después del transplante
(Figura 19). De la misma forma, no se encontraron diferencias significativas entre plantas
regeneradas y testigos, respecto al tiempo de emision de brote floral (Clon; gl= 38, prob.=
0.428'y regenerada; gl.=30, prob.= 0.43), la apertura de laflor (Clon; gl= 38, prob.= 0.884 'y
regenerada; gl= 38, prob.= 0.885) y € llenado de fruto (Clon; gl= 29, prob.= 0.515y
regenerada; gl= 34, prob.=0.527) como se demuestra en la Figura 20. La fructificacion se
ocurrié normamente (Figura 21) con un nimero de frutos formados hasta | os tres meses
gue no presento variaciones entre clonesy las plantas regeneradas (Figura 22). Con
respecto aladtura, todas las plantas se desarrollaron en forma equivaente entre s
(Figura 23), desde los 21 cm en € primer dia hasta registrar 83 cm en € dia 90.

Estos resultados indican que el proceso de regeneracion no afecta el desarrollo de las
plantas y permite obtener individuos completos con un desarrollo normal tanto en su fase

vegetativa como en la sexual.



Figura 18. Plantas regeneradas desarrolladas en invernadero. Genotipo con espinas(A) y
sin espinas(B)
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Figura 19. Cultivo de plantas regeneradas y clones en campo a los 90 dias después
del transplante.
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Figura 20. Desarrollo en campo de plantas regeneradas y clones mantenidos
in vitro medidos por e tiempo de generacion del boton floral,
floracion y fruto.
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Figura 21. Llenado de fruto: (1) Flor abierta; (2) 15 dias después de antesis; (3) 45 dias después
de fecundacion.
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Figura 23. Altura en campo de regeneradas Vs. clones: Observaciones redlizadas
a 20 plantas regeneradas y 20 clones durante 90 dias .
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Al comparar €l cultivo en campo de plantas mantenidas in vitro (sean regeneradas o
clones) con reportes del cultivo tradicional de semilla sexual, se observé precocidad en la
floracion del material originado in vitro, los cuales comenzaron aflorecer 45 dias después
del transplante a campo (90 dias en suelo incluyendo fase de invernadero) y como
consecuencia se obtuvo un adelanto en la fructificacién, que comenzé entrelos 65y 70
dias. Esto es considerado temprano si se compara con |o reportado para lulo proveniente
de semilla sexual, en donde la floracion comienza alos 150 dias después del transplante
(Reyes, 1987) y € llenado de fruto comienza al rededor de los 270 dias después del
transplante (Romero1961; Meneses,1992; Castafieda, 1992). Probablemente la condicion
in vitro favorezca esta precocidad, la cua podriarepresentar una ventgjaen el cultivo de

lulo, pues permite comenzar a producir en menos tiempo.
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4. CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

-Se desarroll6 una metodol ogia reproducible de regeneracion por organogénesis para
clones de lulo con espinas y sin espinas mantenidos in vitro, reporte que es muy

importante en € desarrollo de un protocolo de transformacién genética.

-Esta metodol ogia involucra un pretratamiento alos explantes que requiere el uso de

ultrasonido para ocasionar peguefias heridas que favorecen la respuesta organogénica.

-Se propone uso del peciolo como explante, € cua fue méas organogénico que lalamina

foliar, reportada por Hendrix.

-El medio de regeneracién que presentd mayor respuesta fue e medio Ultzen reportado

para organogénesis de tomate (Lycopersicum esculentum).

-Los dos genatipos de lulo respondieron a los tratamientos de regeneracion, pero se

observo una leve mayor efectividad en el genotipo con espinas.

-Para regeneracién es muy importante partir de un explante vigoroso, capaz de tolerar el
pretratamiento sin afectar su viabilidad. Estos explantes se obtienen propagando las
plantulas en medio A, utilizado en micropropagacion de papa (Solanum mel égena), y con

espumillaen latapa.



-Al parecer, € etileno afecta e desarrollo in vitro de plantulas de lulo, por lo cua e uso
de espumilla en |a tapa favorece su desarrollo, generando plantas de l&mina foliar ancha,
color verde intenso y gran cantidad de raices, proporcionando explantes vigorosos que

mantienen su viabilidad después de |os ensayos de regeneracion.

-Aunque los medios publicados por Hendrix y Atkinson no generaron individuos
vigorosos, se recomienda probarlos con la espumilla en la tapa, para probar su efectividad

en condiciones de aireacion.

-Para micropropagacion se recomienda €l uso de las primeras yemas, que generan una
poblacion con crecimiento homogéneo, |o cual permite sincronizar la obtencién de

explantes y realizar ensayos en forma simultanea.

-El uso prolongado de un medio de micropropagacion /2 MS, € cual contiene
hormonas, propicio un efecto de decoloracién en las hojas, por |0 que se recomienda usar

un medio sin hormonas como & medio A.

-Se observé que e medio de micropropagacion afecta la respuesta organogénica, ya que
Se obtuvo mejor respuesta en plantas micropropagadas en medio A que en plantas

micropropagadas en medio ¥2 MS.

-El lulo se ve afectado por etapas de micropropagacion prologadas, observandose un
desarrollo retardado, por |o gue se recomienda renovar constantemente la coleccion in

vitro con material proveniente de invernadero o campo.

-En € cultivo en campo de plantas regeneradas y de clones mantenidos in vitro, no hay

dicferencias en su desarrollo en terminos de altura, tiempo de emisién de brote floral,



apertura de laflor, inicio de llenado de fruto y nimero de frutos producidos, hasta los tres

mese después del transplante.

-Las plantas mantenidas in vitro, sean clones o regeneradas, presentaron una floracion
temprana comparada con los reportes del cultivo tradicional de lulo, el cua emplea
semilla sexual. Al parecer € cultivo in vitro favorece la precocidad en los materiaes, 1o

cual es ventgjoso en lulo, pues se observa un adelanto en €l periodo de produccion.

-Con estos avances, actualmente se trabaja en ensayos preliminares para el
establecimiento de una metodol ogia de transformacién mediada por Agrobacterium
tumefaciens.
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