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RESUMEN

Solanum betaceum conocido como tomate de &rbol, es un arbusto frutal nativo
de la regién andina. En Ecuador, se lo cultiva en varias provincias de la sierra, en donde
se le da usos variados entre los cuales se destaca su consumo gastrondmico. ES rico en
proteinas, vitaminas, minerales y pectinas, que le confieren propiedades nutricionales,
medicinales y Utiles en la industria alimenticia. Su produccion y comercializacion en el
pais se ve afectada por la falta de uniformidad en las siembras, sensibilidad a
enfermedades y plagas. En este sentido, los procesos de regeneracion in vitro a partir de
células y tejidos pueden potenciar los esfuerzos de mejoramiento, tanto en la
propagacién masiva de genotipos élite, como en la estandarizacion de las siembras y la
obtencion de plantas libres de patdgenos. El objetivo de este estudio fue establecer un
protocolo de embriogénesis somatica en tomate de arbol, para lo cual se utilizd el medio
de cultivo Murashige y Skoog 1962 (MS) y se probd varias concentraciones de acido
naftalenacético (ANA) y la reduccion de la concentracion de nitrato de amonio
(NHzNO3) respecto de la establecida para el medio MS. Se usé la variedad de tomate
de arbol rojo punton, de cuyas semillas se extrajo los ejes embrionarios y éstos se
cultivaron en medio MS suplementado con 9% de sacarosa. El tratamiento con mayor
éxito fue MS suplementado con ANA en concentraciones de 4,5 mg/L + 9 % sacarosa
en combinacion con 400 mg/L nitrato de amonio con un 51,25% de embriogénesis. Los
embriones se formaron a los 15 dias y luego regeneraron plantulas en medio MS basal,
con un porcentaje de éxito del 80%. Las plantas obtenidas fueron aclimatadas con 78%
de eficiencia, y transferidas a macetas para su desarrollo en el invernadero.

Palaras clave: Eje embrionario, induccion embrionaria, acido naftalenacético,
nitrato de amonio, micropropagacion clonal.



ABSTRACT

Solanum betaceum, also known as Tamarillo, is a fruit shrub native to the
Andean region. In Ecuador it is grown in several provinces of the highlands, where it is
used for several purposes among which gastronomical consumption is the most
important. Tamarillo fruit is rich in protein, vitamins, minerals and pectin, which confer
it nutritional and medicinal properties, and can also be useful in the food industry. S.
betaceum production and commercialization in the country is affected by the lack of
crop uniformity and its susceptibility to some diseases and pests. In this regard, the in
vitro regeneration processes from cells and tissues may enhance breeding efforts, either
for the massive propagation of elite genotypes as well as for crop standardization and
the development of pathogen free plants. The objective of this study was to apply a
somatic embryogenesis protocol on tamarillo, for which various concentrations of
naphthalene acetic acid (NAA) and reduced concentrations of ammonium nitrate
(NH4NOg3y respect to that prescribed for Murashige and Skoog (1962) medium were
tested. The “Red” variety of Solanum betaceum was used and the embryonic axis was
extracted from the seeds and cultured on MS medium supplemented with 9% sucrose.
The best combination for somatic embryogenesis induction was found to be MS
medium supplemented with 4.5 mg / L NAA and 400 mg / L of ammonium nitrate
(NHzNO3) with 51.25% of somatic embryogenesis. Somatic embryos were obtained
after 15 days of culturing and plants regenerated from them on MS basal medium with
80 % success. The obtained plants were acclimatized with 78 % of efficiency and
finally placed in pots at the greenhouse.

Key words: Embryonic axis, Naphthalene acetic acid, Ammonium Nitrate,
Somatic embryogenesis, clonal micro-propagation.
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APLICACION DE UN PROTOCOLO DE
EMBRIOGENESIS SOMATICA EN TOMATE DE ARBOL

(Solanum betaceum Cav.)”

1. Introduccién

El tomate de arbol (Solanum betaceum), es un arbusto semilefioso de 2 a 3
metros de altura nativo de los Andes subtropicales y de América tropical. Hasta hace
algunos afios, se sostenia que el tomate de arbol era nativo de la regién andina,
principalmente de la vertiente oriental de Pert, Ecuador y Colombia (Correira y
Marquez, 2011). Investigaciones recientes llevadas a cabo en los Ultimos 10 afios,
sefialan que el tomate de arbol cultivado, estid estrechamente relacionado con un
complejo de materiales silvestres bolivianos de acuerdo a evidencias moleculares,
estudios morfolégicos y datos de campo (CORPOICA, 2010). Sélo se lo conoce en
estado cultivado y se cree que su domesticacion y cultivo son anteriores al

descubrimiento de América (Orwa et al., 2009).

Es una especie de climas templados y frios, crece a una temperatura de entre
13° a 24° C siendo la optima entre 16° y 19° C. No necesita gran humedad
atmosférica, razén por la cual, se cultiva frecuentemente en zonas altas de clima
seco. Se desarrolla en una amplia gama de suelos, siendo los mejores los de textura

franca y ricos en materia organica (Cevallos et al., 2004).

Florece durante la transicion de verano a otofio, pero puede sin embargo florecer
en otras épocas del afio. La polinizacion es principalmente autogama, lo que puede
explicar la baja variabilidad observada en poblaciones y sembrios de esta especie

(Correira y Canhoto, 2010).
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El color del epicarpio y de la pulpa de los frutos puede variar, pudiendo ser,
entre los principales y mas comunes, naranja oscuro, amarillo y rojo (Lister et al.,

2005)

En el Ecuador no existe una clasificacion clara de los ecotipos del tomate de
arbol, lo que ha dado lugar a confusiones en su denominacion. Las principales
variedades conocidas son: Amarillo, Redondo, Punton (comun), Rojo, Amarillo
Gigante, Mora (Neozelandés) y Mora Ecuatoriano. La variedad roja (preferida por el
consumidor en ciertos casos) muestra un sabor un tanto méas dulce y un valor
nutricional ligeramente mas alto que la amarilla (Rewelo., et al 2008). El contenido
de &cido citrico varia entre 1.8 y 2.2 % Yy sus niveles de azlcar son mas elevados con
relacion a la variedad amarilla (Meadows, 2010). Los frutos de la variedad amarilla
por su parte tienen mayor acidez (acido citrico entre 2.1 y 2.4%) y niveles mas bajos

de azlcar (Lister etal., 2005).

El tomate de arbol representa una alternativa saludable y de alto valor
nutricional para la dieta humana. Los frutos de tomate de arbol tienen un contenido
relativamente alto de proteinas (2g/ 100g), vitamina C (30-45mg / 100 @), vitamina
E (1.86mg / 100g), provitamina A, entre 800-1200 iu de carotenos y algunos
minerales como potasio y hierro. Ademas su contenido de carbohidratos es bajo con

relacion a su aporte de fibra correspondiente (Canhoto et al., 2005).
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1.1 Importancia, producciény comercializacion de
S. betaceum enel Ecuador

En el Ecuador existen varias regiones dedicadas al cultivo de S. betaceum, sin
embargo, la produccion es escasamente industrial; la mayoria es realizada por
campesinos de las zonas rurales, en lotes pequefios y poco tecnificados. De acuerdo al
informe del INEC (2014), a través de la Encuesta de Superficie y Produccién
Agropecuaria (ESPAC), la produccion del tomate de arbol esta concentrada en la region
Sierra con un 62,96% de la produccion nacional y parte en la Amazonia con un 37,04%.
La produccion en toneladas métricas (Tm), se sitla en: Tungurahua con 3981 Tm;
Imbabura con 4146 Tm; Napo con 398 Tm; Chimborazo 1120 Tm; Carchi con 682 Tm

y el resto de provincias 3687 Tm (INEC, 2014).

Los principales destinos de las exportaciones ecuatorianas de tomate de arbol en los
ultimos 5 afios han sido Estados Unidos, Espafia y Chile. Estados Unidos es el principal
socio comercial ecuatoriano captando un 53% de las exportaciones totales de tomate de
arbol. El segundo mercado més importante para el Ecuador es Espafia que en promedio
ha receptado el 45% de las exportaciones de tomate de arbol en valores FOB. En tercer
lugar de los principales mercados ecuatorianos para tomate de arbol se encuentra Chile

con apenas un 2% de total de las exportaciones (CORPEI, 2013).
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1.2 Cultivo in vitro de S. betaceum.

Una alternativa a la propagacion convencional y sus limitantes, es la utilizacion de
procedimientos basados en el cultivo in vitro (Bajaj, 2000). La capacidad de establecer
un cultivo de raices, hojas, brotes e incluso segmentos de tallo, regenerar plantas
completas y aclimatarlos, son elementos basicos del cultivo in vitro y la micro
propagacion vegetativa (Chevreau y Thibault, 1992). Los mismos métodos pueden
aplicarse para el cultivo de meristemas, en donde es posible desarrollar plantas libres de
patdgenos, al aplicar técnicas conjuntas de termoterapia y crio-preservacion (Apraez et

al., 2012).

El Medio Murashige y Skoog (MS), fue desarrollado por los cientificos Toshio
Murashige y Folke K. Skoog en 1962, durante sus investigaciones de nuevos
reguladores del desarrollo vegetal en Nicotiana tabacum y es uno de los medios que se
utiliza cominmente en para el cultivo in vitro de material vegetal (Ankita y Handique,
2010). Ademas su aplicacion generalmente se ve asociada al uso de reguladores de

crecimiento como auxinas 'y citoquininas.

Los reguladores de crecimiento juegan un papel clave y determinan las vias de
desarrollo de las células vegetales, estos se clasifican generalmente en los siguientes
grupos: auxinas, citoquininas y giberelinas. Las auxinas mas comunmente utilizadas en
cultivo vegetal incluyen: Acido 3 - Indol acético (IAA), Acido Naftalenacético (ANA),
Acido Indol- Butirico (IBA) y 2,4-Acido diclorofenoxiacetico (2,4-D) (Jimenez, 2001).
Las citoquininas mas comunmente utilizadas incluyen 6- Benzilaminopurina (BAP), 6-
Dimethilaminopurina  (2iP), Kinetina  (N-2-Furanylmetil-1H-purina-6  amino), entre

otras (Skoog & Miller, 1957).
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La combinacion de los factores hormonales, dentro del sistema in vitro, permite la
propagacion de plantas completas a partir del material seleccionado, logrando mantener
un material de élite, viable y vigoroso para su adecuada utilizacion en estudios de

laboratorio y micropropagacion vegetativa (Correira y Canhoto, 2010).

Se han realizado algunos estudios para la propagacion in vitro de S. betaceum. Un
estudio realizado por Jordan y Obando (2001), reporta la regeneracion exitosa utilizando
brotes axilares en medio basal MS y reguladores de crecimiento como Acido
Naftalenacético (ANA), benzil amino purina (BAP) y Acido Giberélico (GA3). Ademas
se reportd un protocolo eficiente para la micropropagacion y desarrollo de plantas de S.
betacuem usando explantes de brotes axilares y flores de arboles maduros, el medio
utiizado fue MS basal, suplementado con reguladores de crecimiento como: BAP,

Kinetina y ANA (Rodriguez etal., 2011).

En el Ecuador también se han realizado estudios de micro propagacion de esta
especie, uno de ellos fue realizado en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Universidad San Francisco de Quito, en donde se desarrolld un protocolo para el
aislamiento de protoplastos a partir de hojas y la obtencion subsiguiente de plantas
viables de tomate de arbol. La eficiencia de formacién de callos a partir de los
protoplastos aislados fue baja con valores en promedio de 0,11%. Sin embargo, la
regeneracion de retofios a partir de los callos fue exitosa y se lograron valores de hasta
el 68% de aclimatacion de las plantas obtenidas. Los resultados de esta investigacion
demuestran que la regeneracion de retofios a partir protoplastos en tomate de arbol es

eficaz (Riofrio etal.,, 2010).
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1.3 Embriogénesis Somatica

Es el proceso por el cual las células soméaticas cambian su patron de expresion y
generan embriones somaticos iniciales, sin la necesidad de la fusion de gametos.
(Aboshama, 2011). Este fendmeno que ocurre de forma espontanea en la naturaleza,
también puede ser replicado en laboratorio a través de técnicas de cultivo in vitro (Bajaj,
2000). Generalmente esta condicionado por la presencia de reguladores del crecimiento
en el medio de cultivo, fundamentalmente auxinas y citoquininas (Klimaszewzka y Cyr,
2002). De manera general, el inicio del proceso requiere de factores de crecimiento
vegetal, es decir, hormonas Yy reguladores de crecimiento, sin embargo las

concentraciones de éstos son variables para cada especie (Bornhoff y Harst, 2000).

Se han detallado aspectos morfoldgicos que han revelado la presencia de 4 fases
marcadas durante la embriogénesis soméatica. En la fase uno, las células aisladas y
cultivadas en altas concentraciones de auxina, por lo general en oscuridad y un rango de
temperatura que va de los 26-28 °C, sufren continuas divisiones hasta formar agregados
celulares embriogénicos (Chung y Khurana, 2012). En la fase dos, estos agregados
celulares crecen de manera relativamente lenta y aparentemente sin diferenciacion;
aproximadamente 6-10 dias después de la fase uno, ocurre una rapida divisién celular,
dando lugar a la aparicion del embrién en etapa globular, conocida también como la
fase dos (Correira y Marquez, 2011). Finalmente los embriones formados y transferidos
a un medio de regeneracion, libre de auxina y con un fotoperiodo de 16 horas luz 8
horas de oscuridad, continlan el desarrollo en las etapas de corazon y torpedo, para
completar el proceso y formar una planta adulta completamente diferenciada (Fujimura

y Komamine, 1980).
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Varias lineas de investigacion han demostrado el interés de esta especie para
entender los aspectos particulares de la morfogénesis in vitro, en particular la
embriogénesis soméatica. La embriogénesis somatica es una herramienta biotecnologica
importante con un gran potencial para la rapida propagacion a gran escala (Correira y

Marquez, 2011).

El cultivo de embriones es aplicado para recuperar plantas que fueron producto de
varios cruces de individuos haploides Hordeum vulgare x Hordeum bulbosum. Ademas
es una técnica de rutina aplicada en la micro propagacion y reproduccion de orquideas

que presentan dormancia (Ankita y Handique, 2010).

Guimares y Correira (1998), reportaron por primera vez éxito en la induccion de
embriogénesis somatica en tomate de arbol (Solanum betaceum), mediante el cultivo de
embriones zigdticos maduros e hipocétilos de plantulas. En un reporte posterior, se
describe la regeneracion de plantas de tomate de arbol mediante organogénesis y
embriogénesis somatica empleando diferentes clases de explantes (hipocotilos,
cotiledones, raices y embriones zigéticos maduros y a partir de protoplastos) (Espinosa

et al., 2005).

En un estudio realizado por Cabrera, et al (2010), se indujo embriogénesis somatica
a partir de los embriones zigéticos de S. betaceum. El 100% de los explantes formaron
callos de buen tamafio y de una coloracion blanca cremosa. Los resultados mostraron
que la combinacion de 5 mg/L ANA y 9% Sacarosa era la mas efectiva, con una tasa de
casi el 70% en la formacion de embriones somaticos. Sin embargo, al analizar las demas
concentraciones de ANA utilizadas (2, 3, 4, 6, 7 mg/L) se tiene valores relativamente
més bajos llegando a ser de cero para concentraciones de 2-3-4 mg/L ANA. Hecho que

se atribuye en parte a la oxidacion de los explantes de tamafio reducido (menor a1 cm).
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En un estudio llevado a cabo por Yusuf e lkram-ul-Haq (2004), se realizd un
cultivo de callos como un sistema de analisis del efecto de los nitratos de diferentes
compuestos quimicos sobre varios parametros como: la formacion de embriones,
porcentaje de callo, diferenciacion celular y produccion de antocianina, misma que es
un indicador de inhibicion en el desarrollo celular. Durante este estudio, tanto la fuente
de nitrdgeno como su concentracion en el medio, mostraron tener un efecto significativo
en el desarrollo de los callos asi como sobre el porcentaje de embriogénesis somatica,
que fue mucho més elevado cuando el Nitrato de amonio (NH4NO3) fue eliminado del

medio y sustituido con Nitrato de Potasio (KNO3) (Yusuf e Ikram-ul-Hag, 2004).

Durante esta investigacion se analizaron varias concentraciones de ANA, asi como
la reduccion en los niveles de NH4NO3 en medio MS, tomando en cuenta pardmetros
tales como porcentajes de callogenesis, porcentaje de embriogénesis, dias de aparicion
de embriones y porcentajes de aclimatacion. Todo esto con el fin de encontrar las
condiciones 6ptimas (dentro de las analizadas) que desarrollen un proceso de

embriogénesis somética en tomate de arbol.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo general
e Aplicar un protocolo de embriogénesis somatica en Solanum betaceum,

como un método alternativo de propagacion clonal de la especie.

2.2 Objetivos especificos

e Probar varias concentraciones de ANA, y analizar su efecto como
hormona precursora de embriogénesis somatica en Solanum betaceum.

e FEvaluar los efectos de la reduccion en la concentracion de nitrato de
amonio sobre la induccion de embriogénesis somatica en Solanum

betaceum.

3 Justificacion

Solanum betaceum es un frutal nativo de la regién andina, principalmente de la
vertiente oriental de Perd, Ecuador y Colombia (Correira y Marquez, 2011). En Ecuador
se lo cultiva en las provincias de Carchi, Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua,
Chimborazo, Bolivar, Loja, y Napo; su produccion ha ido en aumento, llegando a
formar parte de los 25 cultivos méas producidos en el Ecuador, con una superficie total
cosechada de 2450 Ha (INEC, 2014). Los frutos de tomate de arbol tienen un contenido
relativamente alto de proteinas (2g/ 100g), vitaminas (vitamina C, 30-45mg / 100 g,
vitamina E, 1.86mg / 100g, provitamina A, 800-1200 iu de carotenos), pectinas y

algunos minerales como potasio y hierro (Canhoto et al., 2005).
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Estas caracteristicas le confieren propiedades nutricionales, medicinales vy Utiles
tanto para la dieta de la poblacién, como para industria alimenticia, aumentando su
impacto en la economia a nivel nacional, asi como también han incentivado la

utilizacion de esta especie, como un cultivo con fines comerciales.

Varias enfermedades atacan al tomate de arbol, tales como el virus del mosaico de la
alfalfa (AMV), virus del anillado del tabaco (TRSV), Colletotrichum gloesporoides,
Alternaria sp y Cercospora sp. (Chung y Khurana, 2012). En este sentido, los procesos
de regeneracion in vitro a partir de células y tejidos pueden potenciar los esfuerzos de
mejoramiento, tanto en la propagacién masiva de genotipos élite, como en la obtencion
de material vegetal libre de patogenos. En la actualidad el establecimiento y
estandarizacion de protocolos in-vitro con tejidos de alta respuesta de regeneracion en
especies lefiosas se considera fundamental para procesos de micropropagacion masiva y

para la estandarizacién del material vegetal (Dalzoto etal., 1997).

Esta técnica permitird incrementar los coeficientes de multiplicacion, disminuir los
costos de produccion y abre la posibilidad de automatizar el proceso productivo con el

uso de biorreactores (De Feria, 2000).

En el Ecuador se han realizado estudios sobre protocolos de embriogénesis somatica
en especies de alto interés como por ejemplo Theobroma cacao. En un estudio realizado
por el INIAP en asociacion con el CIRAD de Francia, consistente en la evaluacion
del potencial embriogénico de un grupo de ecotipos comerciales y experimentales, los
resultados evidenciaron que almenos el 70% de los clones evaluados presentaron altos
potenciales embriogénicos y niveles considerables de conversion a plantulas (INIAP,
2003-2004). Fue factible obtener un grupo de plantas de los ecotipos con mayor
potencial de multiplicacion, las cuales fueron llevadas a campo y demostraron tener

todas las caracteristicas de una planta funcional.
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Las principales dificultades asociadas al cultivo de embriones recaen sobre la
eficacia del proceso, es decir, la cantidad de embriones que se puedan regenerar a partir
de algin tejido especifico ademas de la capacidad real de regeneracion que se obtenga
al transferir las plantas a suelo (Yusuf e lkram-ul-Haq., 2004). La expansién de una
técnica de embriogénesis somatica aplicable en S. betaceum, con niveles de
regeneracion relativamente eficaces, permitiria a los agricultores, en un futuro, contar
con material vegetal de alta calidad y de facil propagacion, capaz de conservarse por
largos periodos de tiempo en latencia y ademas eliminar cualquier patégeno que pueda

afectar potencialmente a los cultivos (CORPOICA, 2010).

Por todos los factores mencionados, la utilizacion de una técnica de embriogénesis
somatica en tomate de arbol resulta de gran interés, como un producto agricola asi
como a un ingreso a nivel como econdmico, ademas incentivaria adn mas la
investigacion y desarrollo de cultivos de alta calidad, homogéneos y poco susceptibles a

enfermedades.

4 Area de estudio

Se obtuvo frutos de tres variedades de Solanum betaceum: Rojo Punton, Amarillo
Segregante y Gigante comun. Provistas por del Instituto Nacional de Investigaciones

Agropecuarias, INIAP, a través de su division “Agrocalidad”.

Los ensayos de induccion de embriones a partir de callo, aclimatacion y
transferencia al invernadero, se llevaron a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal, cuarto de cultivo e invernadero de la Universidad San Francisco de Quito,

campus Cumbaya.
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5. Materiales

5.1. Siembra de semillas y preparacion de medios de cultivo.

Semillas de S. betaceum provistas por el Instituto Nacional Autonomo de
Investigaciones Agropecuarias, INIAP, correspondientes a tres variedades:
Rojo Punton, Amarillo Segregante y Gigante comun.

e Cajas Petri de vidrio de 12 cm de diametro.

e Vasos de precipitacion de vidrio de 50, 100 y 500 mL

e Agua destilada esterilizada

e Etanol al 70%

e Hipoclorito de Sodio 4.5%

e Bacto Agar (Beckto y Dickinson)

e Medio Murashige and Skoog (1962).

e Frascos de vidrio de 1000 mL

e Sacarosa marca San Carlos

e Potenciometro (Thermo scientific)

e Solucion de NaOH1M

e Solucion de HCI 1 M

e Micropipeta (Thermo scientific) de 10- 100 y de 100 -1000 uL

e Probetas de 10, 50, 100 y 500 mL

e Balanza electronica (Ohaus )

e Camara de flujo laminar (LabConco)

e Autoclave (Trident)

e Agitador magnético (Labnet)
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5.2. Induccién de embriogénesis somatica
e Cajas Petri plasticas 6 cm diametro.
e Parafilm
e Ejes embrionarios extraidos de las semillas de S. betaceum
e Acido Naftalenacético ANA (Sigma)
e Incubadora (Lambert)
e Estéreomicroscopio (Olympus)

e Microscopio Optico (Olympus)

5.3.Aclimatacion
e Frascos de vidrio de 250 mL
e Plastic Wrap
e Macetas de barro de 50 ml
e Macetas de plastico medianas de 2000 mL
e Tierra negra esterilizada

6. Métodos

6.1. Material vegetal

Se obtuvo frutos de S. betaceum, de las variedades Rojo Punton, Amarillo
Segregante 'y Gigante comun, provistos por el Instituto Nacional Autonomo de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP) a traves de su division de Agrocalidad
Tumbaco. De los frutos se obtuvo las semillas y de éstas los ejes embrionarios que se

los us6 como explantes en los ensayos de induccion de embriogénesis somatica.
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6.2. Ensayos exploratorios preliminares

Se establecieron ensayos exploratorios preliminares de induccién de embriogénesis
somatica utilizando segmentos de hipocotilos, hojas, embriones zigoticos y ejes
embrionarios de las tres variedades y los explantes se cultivaron en MS + 2,4-D en
concentraciones de 2-5 mg/L y ANA en concentraciones de 2-5 mg/L, ademas se
mantuvo una concentracion de sacarosa de 9 %, reportada por Cabrera et al., (2010) y
Correira y Marquez (2011). Durante estos estudios preliminares, se observd que la
formacion de callo se dio en todos los casos, pero solo cuando se usé el eje embrionario
extraido de las semillas y utilizando la variedad de tomate de arbol rojo punton, se

formaron embriones.

6.3. Extraccion de las semillas de los frutos de S. betaceum

Se cortd los frutos por la mitad y con la ayuda de una espatula se extrajo las
semillas. Se utilizd un tamiz y agua corriente para lavar y separar el mucilago adherido
a las semillas. Luego, las semillas fueron secadas a temperatura ambiente durante 24

horas y almacenadas en cajas Petri plasticas selladas con parafilm.

6.4. Preparacion del medio de cultivo.

En todos los ensayos se utilizé el medio MS (Murashige y Skoog, 1962),
suplementado con 9% Sacarosa, 7 % agar y las concentraciones de ANA y de NH;NO3

de acuerdo a los objetivos de cada ensayo (Tablas 1 - 4).

Se ajustd el pH del medio a 5.8 y se esterilizd a 121° C por 20 minutos. Se dejo
enfriar el medio de cultivo hasta aproximadamente 50° C y dentro de la camara de flujo
se repartid en cajas Petri plasticas pequefias, 15 mL de medio por caja. Las cajas

fueron selladas con parafilm vy utilizadas de acuerdo a las necesidades.
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6.5. Desinfeccion de semillas y extraccion de los ejes embrionarios

Se desinfectd las semillas sumergiéndolas uniformemente en etanol al 70 % durante
3 minutos, luego lavadas con agua destilada estéril por un minuto y sumergidas en
hipoclorito de sodio al 4,5% mas Tween-20 por 15 minutos. Finalmente las semillas
fueron sometidas a cinco lavados en agua destilada estéril, con el proposito de eliminar

cualquier residuo de cloro.

Una vez desinfectadas, en el interior de la camara de flujo laminar, se procedié a
extraer el eje embrionario de las semillas mediante el uso de un estereomicroscopio, un
bisturi y una pinza. Se cortd las semillas por su parte lateral y mediante una ligera
presion con la pinza se logré expulsar los ejes embrionarios, los cuales fueron colocados

en el medio de cultivo MS.

6.6. Ensayos de variacion de la concentracion de ANA

Se usd el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con

9% de sacarosa Y las variaciones de ANA previamente definidas (Tablas 1-2).

Los ensayos 1 y 2, que incluyen las variaciones de ANA, fueron planeados para
analizar los efectos de dicha hormona en la induccion de embriogénesis somética en S.
betaceum. En el ensayo 1 se probé: 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 y 7.0 mg/L ANA (Tabla 1) y en el
ensayo 2 se probo: 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5 y 5.0 mg/L ANA (Tabla 2); en ambos casos se

incluyé un control con 0 mg/L ANA y se mantuvo la concentracion de sacarosa en 9%.

En el Ensayo I, se usaron 12 cajas Petri plasticas, con 4 explantes (eje
embrionario) cada una, para un total de 48 explantes por cada una de Ilas
concentraciones de ANA. En el Ensayo 2 se usaron 12 cajas Petri plasticas, con 5
explantes (eje embrionario) cada una, para un total de 60 explantes por cada una de las

concentraciones de ANA.
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Las cajas fueron rotuladas con la fecha, detalles del ensayo y selladas con
parafilm e incubadas por un periodo de 4 semanas en total oscuridad, a una temperatura

de 28 +2 °C.

6.7. Ensayos de reduccion de la concentracion de NH;NOs

Se usé el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con 9% de
sacarosa Y las variaciones de nitrato de amonio descritas (Tablas 3 y 4). Los ensayos 3 y
4 correspondientes a variaciones en la concentracion de NH4;NO3, fueron planeados para
analizar los efectos de la disminucion del mismo, en la induccién de embriogénesis

somatica en S. betaceum.

En el Ensayo 3, como se detalla en la Tabla 3, se probd concentraciones de: 400,
800 y 1200 mg/L de nitrato de amonio, mientras se mantuvo fija la concentracion de
ANA a 5 mg/L (Cabrera et al.,, 2010) y en el Ensayo 4 (Tabla 4) se prob6: 0, 200 y 400
mg/L de nitrato de amonio, manteniendo fija la concentracion de ANA a 4.5 mg/L
(basado en resultados preliminares de esta investigacion). En ambos casos se incluyd un
control con 0 mg/L nitrato de nitrato de amonio y se mantuvo una concentracion de

sacarosa de 9 %.

En el Ensayo 3, se emplearon 12 cajas Petri plasticas, con 5 explantes (eje
embrionario) cada una, para un total de 60 explantes por cada concentracion de nitrato
de amonio. Para el ensayo 4 se emplearon 12 cajas Petri plasticas, con 4 explantes cada

una, para un total de 48 explantes por cada concentracién de nitrato de amonio.

Las cajas fueron rotuladas con la fecha y detalles del ensayo para ser finalmente
selladas con parafilm e incubadas en total oscuridad a una temperatura de £ 28°C por 4

semanas.
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6.8.  Induccion vy cultivo in vitro de embriones somaticos.

Cuando los embriones somaticos, recientemente formados, habian alcanzado un
tamafio aproximado de 4 — 10 milimetros, fueron extraidos de las cajas Petri con la
ayuda de un bisturi y una pinza y transferidos a frascos de vidrio con 50 mL de medio
MS (Murashige y Skoog, 1962), libre de auxinas y una concentracion de sacarosa de

3%. Se colocaron 4 embriones por frasco.

Los frascos fueron cerrados con plastic wrap Yy una banda de goma (Figura 1) y
rotulados. Con el fin de estimular la induccion de los embriones somaticos, se los
incubo en el cuarto de cultivo con un fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas oscuridad, a
una temperatura de 18 °C + 2. Tras un periodo de 3-4 semanas las plantulas resultantes

fueron trasferidos a tierra como se muestra en las (Figuras 4 — 6).

6.8 Aclimatacion de las plantulas

Una vez que las plantulas, regeneradas a partir de embriones somaticos,
alcanzaron un tamafio aproximado de 12 cm, fueron extraidas del medio de cultivo con
una pinza, lavadas sus raices con agua destilada y plantadas en macetas pequefias de
barro, las cuales contenian tierra previamente esterilizada. Las macetas fueron colocadas
dentro de frascos de vidrio de 2000mL, cuya boca fue cerrada con papel plastico sujeto

con una banda de goma (Figura 4).

Se mantuvo los frascos en el cuarto de cultivo, durante 5 semanas, con un

fotoperiodo de 16 horas luz /8 horas oscuridad y una temperatura del8 =2 °C.

Durante este tiempo, se realizaron paulatinamente orificios en el papel plastico
hasta retirarlo completamente, con el fin de que la planta se aclimate a las condiciones

externas.
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Cuando las plantas alcanzaron el tamafio maximo (20 cm) dentro de los frascos
de aclimatacion, se plantaron en macetas plasticas de 2000mL con tierra negra

fertilizada y fueron colocadas en el invernadero (Figura 6).

6.9. Toma de Datos y andlisis estadistico.

Para cada uno de los ensayos se elabor6 una matriz de toma de datos en Excel.
Se tomo datos de tiempo de aparicion de callo, tiempo de aparicion de embriones,
tamafio de los embriones, porcentaje de callogénesis, porcentaje de embriogénesis,
tiempo de induccién de embriones en MS y aclimatacion de plantulas en tierra, con

estos datos se realizaron graficos en donde se resumen los resultados (Graficos 6-14).

Con los datos obtenidos de porcentaje de embriogénesis somatica, se realizd un
analisis de varianza (ANOVA), tomando en cuenta los ensayos 1 y 2 (con variaciones
en la concentracion de ANA vy asi también los ensayos 3 y 4 (con reduccién en la
concentracion de NH4NOs3, por separado (Tablas 5-8), con el fin de analizar si existen o
no diferencias significativas relacionadas a la aplicacion de cada tratamiento, esta
prueba de varianza se realizd con una significancia de 5% Adicionalmente se realiz6 la
prueba de Tukey, con una significancia de 5%, para el porcentaje de embriogénesis
somatica con el fin de analizar el ordenamiento de los tratamientos de acuerdo a su

eficiencia en la induccién de embriogénesis somatica (Tablas 9y 10).
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7. Resultados

7.1. Efecto de la variacion de ANA en la induccion de embriogénesis somética en S.
betaceum.

7.1.1. Ensayo 1

7.1.1.1Callogénesis

Los callos se formaron entre los 12 y 16 dias del cultivo de los ejes embrionarios
en las distintas concentraciones de ANA (Figura 11). El color de los callos para la
mayoria de casos fue blanco cremoso, pero con tonalidades de café para los callos en

proceso de envejecimiento.

El porcentaje de callogénesis alcanzé un rango de 85.4-95.8% en las diferentes
concentraciones de ANA, y su valor maximo (95.8%) correspondié al tratamiento con 4
mg/L de ANA. El control (0 mg/L de ANA) no formé callo como se puede ver en la

(Figura 8).
7.1.1.2. Embriogénesis somatica

Los embriones fueron perceptibles y se volvieron evidentes entre 19 y 25 dias
después de la siembra de los ejes embrionarios en los distintos tratamientos. El
porcentaje de embriogenesis varid de 12.50% (6/48) a 43.75% (21/48) en las diferentes
concentraciones de ANA, el mayor valor correspondi6 al tratamiento con 5 mg/L de
ANA. El control (Omg/L de ANA) no formé embriones (Figura 7). El tamafio de los
embriones somaticos antes de ser transferidos al medio de regeneracion de plantas fue

de 2,5-5,2 mm (Tabla 1).
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7.1.1.3. Induccion de embriones y aclimatacién de plantas

Todos los embriones formados en el proceso de embriogénesis fueron
transferidos a medio MS sin hormonas para su induccién y posterior regeneracion de

plantulas.

La mayoria (50%-85%) regeneraron y formaron plantulas, las cuales fueron
aclimatadas con una eficiencia de 71%-100% dependiendo de los tratamientos de los

que provenian (Tabla 1).

7.1.2. Ensayo?2

7.1.2.1. Callogénesis

En este ensayo los callos comenzaron a aparecer entre los 12 y 17 dias de cultivo
de los ejes embrionarios en las distintas concentraciones de ANA analizadas (Figura

11).

En todos los tratamientos se formaron callo de color blanco a ligeramente
amarillento. El porcentaje de callogénesis varid de 64.3% a 94.3%, siendo el valor
mayor correspondiente al tratamiento de 5mg/L de ANA. El control (0 mg/L de ANA)

no formo callo (Figura 8).

7.1.2.2. Embriogénesis somatica

Los embriones se hicieron evidentes sobre los callos a los 17-28 dias de cultivo
de los ejes embrionarios en los distintos tratamientos (Figura 11). El porcentaje de
embriogénesis vario entre 6.6% hasta 48.3%, en los distintos tratamientos,
correspondiendo el de mayor valor a 4.5 mg/L de ANA (Figura 7). El control con 0

mg/L de ANA no formd embriones (Tabla 2).
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7.1.2.3. Induccion de embriones somaticos y aclimatacién de plantas

El tamafio de los embriones al momento de transferirlos al medio de induccion
(MS basal) estaba en un rango entre 1,8 y 5,8 mm (Figura 13). Los embriones fueron
inducidos a los pocos dias de sembrados (6-12 dias), lo cual se manifesté con la
elongacion de la radicula y la aparicion de las primeras raices. Finalmente, la eficiencia
de regeneracion de los embriones fue de 25% a 82%, dependiendo de los tratamientos
de los que provenian. La eficiencia de aclimatacion de las plantulas vario de 0% a 74%

(Tabla 2).
7.1.2.4. Andlisis estadistico

Tomando los datos de los dos ensayos (1 y 2) de variacion de ANA, se detectd
diferencias significativas entre las concentraciones de ANA analizadas, para porcentaje
de embriogénesis somatica, con una significancia (p=0.00106 y p =0.0008

respectivamente) como se muestra en las (Tablas 5- 6).

La dosis de ANA que indujo el mayor porcentaje de embriogénesis de entre
todas las utilizadas fue 4.5 mg/L (Grafico 7 y 8). La prueba de Tukey (5%) también
identificd a la dosis de 4.5 mg/L de ANA como significativamente diferente siendo mas

eficiente que las demas tratamientos (Tabla 9).

7.2. Efecto de ladisminucionde NH,NO;, en laembriogénesis somatica
de tomate de arbol

7.2.1. Ensayo 3

Para este ensayo se mantuvo fija la concentracion de 5 mg/L de ANA, reportada
por Cabrera at al, (2010) y se varid la concentracién de nitrato de amonio entre 400 y

1200 mg; ademéas se incluyd un testigo con 1600mg/L (Tabla 3).
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7.2.1.1. Callogénesis

Los callos comenzaron a aparecer entre los 13 y 17 dias de cultivo de los ejes
embrionarios en los distintos tratamientos. Los callos que fueron evidentes mas
rapidamente fueron los correspondientes al tratamiento de 400 mg/L NH4;NOs3; con
alrededor de 13 dias de espera, mientras que los que mas se demoraron en aparecer,
alrededor de 17 dias, fueron los del tratamiento de 1200 mg/L (Figura 12). La mayoria
de los callos variaban en color de blanco a ligeramente amarillentos. Se obtuvo un
porcentaje de callogénesis entre 89.6-95%, el mayor porcentaje correspondid a 1200
mg/L de NH4NOs3 (Figura 8).
7.2.1.2. Embriogénesis somatica

Los embriones se formaron entre 16 a 23 dias después de iniciado el ensayo
(Figura 12). El porcentaje de embriogénesis somética estuvo entre 33 — 48.6 %,
correspondiendo 33 % al tratamiento con 1200mg/L de NHs;NO3 y el 48.25 % al
tratamiento con NH;NO3 de 400mg/L (Figura 7). Sin embargo valores similares fueron
obtenidos para 1600 mg/L y 800 mg /L (38.3 y 43.4 % respectivamente).

7.2.1.3.Induccién de embriones somaticos y aclimatacion de plantulas

Los embriones somaticos tenian entre 1.7 y 6 mm de longitud aproximadamente
al momento de transferirlos al medio de induccion (MS basal) (Figura 14). La
regeneracion de los embriones ocurrié entre 7 y 10 dias lo cual se manifestd por la

presencia de raices. La eficiencia de regeneracion de los embriones fue de 70% a 81%.

El porcentaje de plantas aclimatadas vari6 de 72% a 81% dependiendo del

tratamiento del que provenian (Tabla 3).
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7.2.2. Ensayo 4

Para este ensayo se fijo en 4.5 mg/L la concentracion de ANA, con base en los
resultados obtenidos en el primer ensayo de esta investigacion (Tabla 4), y se vario las
concentraciones de NHsNO3 a 0, 200 y 400 mg/ mas un control a 1600 mg/L, que es la

concentracion normal del medio MS.

7.2.2.1. Callogénesis

Los callos aparecieron entre los 12 a 19 dias de implementado el ensayo
correspondiendo el menor tiempo de espera al tratamiento con 400 mg/L con alrededor
de 12 dias y el mas tardio al control (0 mg/L NH4NO3) con aproximadamente 20 dias
(Figura 12). Los callos eran en su gran mayoria, de color blanco con tonalidades
amarillentas.

El porcentaje de callogénesis alcanzé valores de 68.75 a 92.3%, correspondiendo
el valor mas bajo al control (0 mg/L de NH4NO3) y el valor mas alto al tratamiento con

1600 my/L. NH4NO; (Figura 8).

7.2.2.2. Embriogénesis somatica

En cuanto al porcentaje de embriogénesis somética, se obtuvo valores entre 27.3
— 51.25 %. El valor de 27.3 % correspondio al tratamiento con 0 mg/L de NH4;NO3 en
tanto que el 51.25 % correspondidé a una concentracion de NH4NO3 de 400 mg/L, sin
embargo valores similares fueron obtenidos para una concentracién de 1600 mg/L
NH4NO3) (Figura 7). Al momento de transferirlos al medio de induccion, los embriones

median entre 4,3y 5,1 mm (Tabla 4).
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7.2.2.3.Induccion de embriones y aclimatacién de plantas

La induccion de los embriones somaticos ocurrid a los 8-22 dias después de
sembrados en medio MS libre de hormonas, lo cual fue evidente por la aparicion de la
raiz. Los méas precoces fueron los que provenian de 0 mg/L de NH4NO3 y los mas
tardios los que provenian de 400 mg/L de NH4NO3. La eficiencia de regeneracion fue
de 38-67% dependiendo de los tratamientos de los que provenian. La eficiencia de

aclimatacion vario entre 50 y 82% (Tabla 4).

7.2.2.4.Analisis estadistico.

Tomando en conjunto los datos de los dos ensayos con disminucion de la
concentracion de nitrato de amonio (ensayos 3 y 4), el ANOVA no detectd diferencias
significativas para la variable del porcentaje de embriogénesis somatica (p=0.337 y

p=0.086 respectivamente) mostrados en las Tablas 7-8.

La prueba de Tukey (5%) tampoco identifico a ninguna dosis de Nitrato de

amonio como significativamente diferente.
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8. Discusiéon

Segun Correira y Canhoto (2010), para inducir la formacion de embriones somaticos
en S. betaceum, existe un proceso que puede ser directo o indirecto. Durante esta
investigacion se llevd a cabo un proceso de embriogénesis somética directa, al inducir la
formacion de callos embriogénicos directamente sobre el explante utilizado (eje
embrionario), para posteriormente ser trasladado a un medio de regeneracion de dichos

embriones hasta plantulas (Amely et al., 2010).

El fendbmeno de la embriogénesis somética indirecta fue observado por primera vez
en suspensiones celulares de zanahoria y a partir de callos que crecian en medio de
cultivo semisolido por Existen dos tipos de embriogénesis somatica indirecta, una
conocida como embriogénesis soméatica de baja frecuencia (ESBF) y otra denominada
embriogénesis somatica de alta frecuencia (ESAF). En la primera, el nimero de callos
con embriones somaticos es mayor, aunque se forman pocos embriones somaticos por
callo. Estos embriones aparecen entre las 12 y las 14 semanas de cultivo, aislados o en
pequefios grupos, Yy evolucionan completamente hasta las etapas avanzadas de
desarrollo. En la segunda, los embriones somaticos aparecen entre las 16 y las 20
semanas de cultivo, no se desarrollan completamente y se mantienen en estado globular,
agrupados en un ndmero mucho mayor, aunque dichos grupos aparecen en un ndmero

menor de callos (Jimenez, 2001).

Para este estudio se realizaron pruebas con el método directo, el cual no pasa a
través de un cultivo previo de material vegetal, es decir, los explantes son expuestos al
medio deseado en primera instancia con el fin de que regeneren callos y de los mismos
germinen embriones. Se extrajo el eje embrionario de la semilla y como es sugerido por

Correira y Canhoto (2010), todos los tratamientos se mantuvieron en oscuridad total en
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la etapa de induccion embrionaria, mientras que en la etapa de regeneracion de plantas,
los embriones fueron transferidos a un medio MS + 3% sacarosa y con un fotoperiodo
de 16/8 luz/oscuridad. Las ventajas de utilizar este proceso son la reduccion del tiempo
necesario al exponer el explante directamente al medio de induccion (Klimaszewzka y

Cyr, 2002).
8.1. Efecto de la variacién de ANA.

Analizando los resultados de los ensayos 1 y 2, se observa que los valores mas
altos de callogénesis y embriogenesis estan entre 4 y 5 mg/L de ANA, en tanto que el
control, correspondiente a una concentracion de ANA de 0 mg/L, se muestra ausencia
de callogénesis, asi como de embriogénesis somatica, hecho que sustenta la aplicacion
de ANA como hormona promotora del proceso embriogénico. Con el fin de
complementar los resultados obtenidos en el ensayo 1, en donde el porcentaje maximo
de embriogénesis correspondié al tratamiento con 5mg/L ANA, muy cercano al valor
obtenido en 4 mg/L ANA, se realizd un ensayo adicional, el ensayo 2, en el mismo se
incluyeron variaciones de ANA correspondientes a 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 45 y 5.0 mg/L
ANA, de esta forma fue posible analizar los efectos de concentraciones intermedias a

las anteriores.

Como se muestra en las Figuras 7 y 9, correspondientes a los ensayos 1y 2,
todos los explantes formaron callo, siendo el porcentaje mas alto el correspondiente a
4,5 mg/lL ANA. Asi mismo, todos los tratamientos presentaron embriogénesis somatica
(@ excepcion del control) siendo el valor mas alto de 48.3% el correspondiente a una

concentracion de ANA de 4,5 mg/L.
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Con base en estos resultados, queda clara la necesidad de aplicar ANA como
promotora del proceso de embriogénesis somatica, ademas se puede establecer que una
concentracion de 4,5 mg/L ANA, resulta ser la mejor combinacién de todas las
analizadas en este estudio, para estimular el proceso de embriogénesis somatica en

tomate de arbol.

En un estudio realizado por Ruiz y Castillo (2008), se describe los cambios en
las células vegetales durante un proceso de embriogénesis, los cuales se manifiestan
debido a que la auxina promueve divisiones longitudinales y transversales para formar
pequefias células isodiamétricas. Asi pues para la formacion del embrion somatico a
partir de los pro-embriones, es necesario adicionar al medio de cultivo bajas
concentraciones de auxina o auxinas menos fuertes e incluso no adicionar auxinas,
especialmente cuando se trabaja con plantas monocotiledéneas (Espinosa et al., 2005).
En algunas especies es necesario adicionar una citoquinina (Nomura y Komamine,
1995). Existe una hipotesis que relaciona el nivel endégeno de auxinas con la polaridad
de las masas embriogénicas. Las auxinas afiadidas exdgenamente pueden cancelar la
polaridad al difundirse dentro de las masas embriogénicas provocando la inhibicion del

proceso iniciado por las auxinas enddgenas. Esta hipétesis refiere que el papel de las

auxinas es doble (Nomura y Komamine, 1995).

De Jong., et al (1992) sefialaron algunos aspectos que influyen en la asincronia
de la embriogénesis somatica, ellos son: la cantidad de nutrientes que un embridn
somatico puede tomar del medio de cultivo, la posible interaccion entre los embriones y
la concentracion en que se encuentren los elementos de acondicionamiento liberados
por los propios embriones somaticos al medio de cultivo. Pese a existir variables como
las mencionadas anteriormente, sin la aplicacion de ANA, como hormona promotora de

la embriogénesis somaética, todo indica que el proceso no tendria lugar.
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Hecho que queda totalmente sustentado al revisar los controles con ausencia de

ANA, en donde no se formaron callos ni embriones somaticos.

Al revisar los datos de aparicion de callo y embriones somaticos, para los
ensayos 1y 2 presentados en la Tabla 1 y 2 ademéas de las (Figuras 7 — 8), se puede
notar que en ambos casos se redujo el tiempo necesario para la formacion de callo y
embriones, al utilizar los tratamientos con 4.0 — 4.5 y 5.0 mg/L ANA en al menos 8 dias
(callogénesis) y 6 dias ( embriogénesis) con relacion al més tardio que fue al utilizar 2,5
mg/L ANA; de esta manera se comprobd que ademés de inducir el proceso de
embriogénesis somatica, la adicion de entre 4.0-5.0 mg/L ANA disminuye el tiempo
necesario para la formacion de callo y células embrionarias en S. betaceum, siendo la
concentracion Optima de 4,5mg/L ANA con un promedio de aparicion de 10 dias como

se puede ver en la Figura 10.

El tamafio de los embriones (en mm), como se detalla en las (Figuras 13 y 14),
en un rango de 1,8 — 5,8 mm para todos los tratamientos con ANA de los ensayos 1y 2,
quedando demostrado asi que la adicion de ANA en concentraciones cercanas a las
Optimas reportadas en este estudio (4.0, 4.5, -5.0 mg/L) favorece el crecimiento de

callos y los subsiguientes embriones correspondientes.

8.2 Efectos de la variacion de NH4;NO3 en la embriogénesis

Estudios realizados por Yusuf y Ikram-ul-Hag. (2004) y por Bornhoff y Harst
(2000) demostraron que la reduccion de NH4sNO3 en el medio de cultivo resultaba ser

beneficiosa para el proceso de embriogénesis somatica en algunas especies vegetales.

Argumentaron los autores, que este efecto se debia al estrés oxidativo y
nitrosativo en las células, como consecuencia de la produccion de especies de oxigeno y

de nitrogeno reactivos provenientes del NH;NO3; como fuente primaria de nitratos en el
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medio, los cuales entran en contacto con enzimas oxidasas produciendo la muerte
celular, lo cual seria provocado por condiciones de estres en el material vegetal, en este
caso el algodon (Valderrama, et al 2007). Sin embargo la respuesta embriogénica
condicionada por la reduccion del Nitrato de amonio, esta fuertemente condicionada por
el genotipo sobre el cual sea aplicado, lo cual hace necesario investigar mas a fondo y
de manera especifica su reaccion al ser aplicado en Solanum betaceum. Basado en estos
estudios y en busca de mejorar la eficiencia de induccion de la embriogénesis somatica
obtenida en los ensayos previos, se decidi6 probar dosis reducidas, con relacion a la

dosis normal del medio MS (1600 mg/L NH4NO3) hecho resumido en las Tablas 3y 4.

Para esto se eligi6 mantener fijas las concentraciones de ANA que habian
resultado mas eficientes en los ensayos previos, esto es 5 mg/L y 4.5 mg/L de ANA
(ensayos 1 y 2 respectivamente). Como muestran las Figuras 9 y 10, todos los explantes
formaron callo, en todas las concentraciones de NHsNO3 analizadas; ademés todos
formaron embriones somaticos, con eficiencias diferenciadas dependiendo de cada

tratamiento.

Resulta interesante notar que el porcentaje de embriogénesis més alto (51.25%)
fue el correspondiente a una concentracion de NH4sNO3 de 400mg/L (Figura 8), lo cual
hace pensar en un posible aumento del potencial embriogénico, sin embargo los
resultados estadisticos de las Tablas 7-8, muestran que no es significativamente
diferente tanto para el ensayo 3 como para el ensayo 4 (p = 0.337 y p= 0.086 ), ademas
en el control del ensayo 4, con 0 mg/lL NH4NOs3, presenta un porcentaje de éxito

embriogénico de 27.3 %.

Esto quiza estaria corroborando lo encontrado por Yusuf y Ikram-ul-Hagq.,
(2004) en sus estudios, sobre el efecto de las dosis de NHsNO3 en el medio de cultivo,

realizado en algoddn, en donde al reducir las concentraciones de los nitratos en el medio
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MS, estimulaban la formacion de embriones, pero al reducir demasiado este potencial se

veia realmente afectado.

Es probable que a una concentracion de entre 400-1600 mg /L de NH4NOs, las
diferencias se den por variaciones al azar y mas no por reduccién del mismo, pero al
reducirlo demasiado (200 mg/L o menos) el potencial si se ve afectado y reducido
significativamente. Con el fin de complementar los resultados obtenidos en el ensayo 3,
en donde el porcentaje maximo de embriogénesis se alcanzd con 400 mg/L NH4NO3, se
realizd un ensayo adicional, el ensayo 4, en el cual se incluyeron variaciones de
NH4NOj3 correspondientes a: 0, 200 y 400mg/L NH4NO3, mas un control con 1600mg/L
de NH4sNO3 de esta forma fue posible analizar los efectos al reducir su concentracion

estdndar en medio MS de 1600mg/L (Murashige y Skoog, 1962)

En un etudio realizado por Wael y Aldaej (2014), en Phoenix dactylifera L. se
analizd los niveles de fenoles, asociados a la calidad y supervivencia de callos
producidos al variar la concentracion de NH4sNO3 presente en el medio, el mayor nivel
de suprevivencia se obtuvo al utilizar una concentracion de 800 mg/l NH4sNO3 sin
embargo los resultados al utilizar una concentracion de 1600 mg/L en base al estandar
MS, no fueron demostrados como significativamente diferentes. Como se muestra en la
Figura 8, los procentajes de embriogenesis fueron mayores al reducir la concentracion
de nitrato de amonio y utilizar el tratamiento con 400 mg/L NHsNO3 con un 48,6% de
éxito al ser combinada con 5 mg/L ANA en el ensayo 3 y de 51,25 % de éxito al ser
combinada con 4,5 mg/L ANA, en el ensayo 4. Sin embargo estas diferencias no son
visiblemente mayores, y como se menciond anteriormente estas variaciones pueden

estar dadas por el azar, al no ser significativamente diferentes (Tablas 7y 8).
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Durante el estudio llevado a cabo por Wael y Aldaej (2014), quedd demostrada
la relacion del NHsNO3; con la acumulacion de metabolitos secundarios en las células.
La mayor acumulacion de contenidos fendlicos y anti oxidantes que favorecen el
desarrollo de los callos durante el proceso de embriogénesis somatica, se produjo al
utilizar una concentracion de 800 mg/L NH4NOs3, seguido de una concentracion de 400
mg/L, lo cual en comparacion a los resultados de este estudio, apoyan fuertemente la
disminucién de NH4NO3; con el fin de disminuir el tiempo necesario (en dias) para la
aparicion de callo y embriones, pero no para aumentar el porcentaje global de éxito

obtenido.

Al revisar los datos de aparicion de callo, para los ensayos 3 y 4, en la Figura
12 se puede notar que en ambos casos se redujo el tiempo necesario para la aparicion
de callo en al menos 8 dias y de hasta 10 dias en células embrionarias, al utilizar los
tratamientos con 400 y 800 mg/L NH4NOs, en relacion a los otros tratamientos
utilizando 1200 y 1600 mg/L en al menos 6 dias (Figura No. 12). De esta forma se
puede determinar que la reduccion de los niveles de NH4NOs3, en relacion al estandar
MS de 1600 mg/L, en un rango de entre 400 y 800 mg/L reduce el tiempo de espera

para la obtencion de callos.

Ademas, debido a los embriones obtenidos al utilizar 0 mg /L NH4NO3, mismos
que se detallan en la Figura 8, se demostraria que la reduccion de NH4sNO3, hasta cierto
limite (400 mg/L), en el medio, podria favorecer el desarrollo de callos en S. betaceum
al disminuir el tiempo de espera necesario, probablemente asociado al potencial de
supervivencia de los callos obtenidos. Sin embargo también se puede ver que esta
reduccién no es indispensable para la formacién de embriones ya que resulta muy
interesante y revelador que al utilizar 4,5 mg/L de ANA en ausencia de NH4NO3 se

formen callos e incluso embriones.



40

Por lo que claramente la reducciébn de NH4NO3, no representa un cambio
significativo ni es un factor indispensable en cuanto al potencial de regeneracion de

embriones somaticos.

Observando los porcentajes de las Figuras No 7 y 8, se puede notar claramente
que el proceso de embriogénesis somatica en S. betaceum sigue un patron gradual en
donde los porcentajes varian poco a poco, solamente con excepcion del control con 0
mg/L ANA, en donde se demostrO que no existe regeneracion embrionaria ya que la

aplicacion de ANA esta significativamente asociada al potencial embriogénico.

Esto contraste con lo obtenido por Cabrera., et al (2010) en donde se obtiene
regeneracion embrionaria solamente al utilizar la combinacion de 5 mg/L ANA y no en

las demds concentraciones de ANA utilizadas.

8.3. Induccion de embriones y aclimatacion

Como se puede ver en las Tablas 1-4, el nimero de dias promedio de espera, para
la aparicion de raiz en los embriones cultivados, se mantiene constante y con muy poca
variacion, lo cual sugiere que una vez que se hayan formado los embriones, su
desarrollo en el medio de induccion no estd condicionado por la fuente del ensayo del
cual provenia, dado que podia esperarse debido a que la induccion de la embriogénesis
somatica activa rutas de control genético similares a las que presenta la embriogénesis
zigbtica, lo cual se puede considerar como un fendmeno universal para todas las plantas;
sin embargo genotipos individuales dentro de wuna especie muestran capacidad

embriogénica variada y bastante especifica (Jordan y Obando, 2001).
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0. Conclusiones

Se aplicé un protocolo eficaz para la induccion de embriogénesis somatica en S.
betaceum, variedad Rojo Puntdn, a partir de ejes embrionarios, en el cual es
indispensable obtener los embriones en total oscuridad en la etapa de induccion

embrionaria y posteriormente, exponerlos a la luz para su desarrollo hacia plantulas.

Se determind las concentraciones Optimas de ANA necesarias para promover la
formacion de embriones somaticos y estas oscilan entre 4 y 5mg/L de ANA, siendo
45mg/L la mejor y mas eficaz en combinacion con 400 mg/L NH4NO3 la cual
aparentemente disminuye el tiempo de espera necesario (en dias) para la formacion de

callos y posteriormente estructuras embrionarias.

10. Recomendaciones

Es de vital importancia durante el transcurso de cualquier investigacion que
involucre técnicas in vitro, mantener siempre los protocolos de asepsia adecuados para

asi evitar contaminacion cruzada y pérdida de material vegetal por mala manipulacién.

Es importante establecer las concentraciones optimas de factores de crecimiento
y condiciones de cultivo para asi evitar el uso excesivo de reactivos sin necesidad, en
este caso, se obtuvo resultados similares al utilizar 4 veces menos concentracion de

Nitrato de amonio que el medio MS estandar.

Antes de iniciar un proceso de embriogénesis somatica, es trascendental
seleccionar bien el tipo de explante a utilizar realizado ensayos exploratorios
preliminares ya que de esto va a depender en gran medida el éxito en la regeneracion

embrionaria.
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12. Tablas

Tabla No. 1: Eficiencia de regeneracion de plantas a partir de embriones y
aclimatacion de plantulas de S. betaceum obtenidos con varias concentraciones de

ANA (Ensayo 1)

Concentracion Promedio Embriones Promedio de NUmero y NUmero y
ANA tamario de sembrados dias hasta la eficiencia de eficiencia de
(mg/L) embriones en MS aparicion de regeneracion de aclimatacion

(mm) raiz plantas a partir de
embriones

3 25 7 9 5 (71%) 4 (80%)

4 49 20 6 17 (85%) 13 (76%)

5 52 21 7 14 (66%) 10 (71%)

6 41 11 9 9 (81%) 6 (66%)

7 3,6 6 9 3 (50%) 3 (100)

Control 0 0 0 0 0 (0%) 0 (0%)




Tabla No. 2: Eficiencia del proceso de regeneracion de plantas a partir de
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embriones y aclimatacion de las plantulas de S. betaceum obtenidas con varias
concentraciones de ANA (Ensayo No 2).

Concentracion Promedio Embriones | Promedio de | Ndmero y eficiencia
ANA (mg/L) tamafio en cm | sembrados | dias hasta la | de regeneracion de Ndmero y
de los en MS aparicion de | plantas a partir de eficiencia de
embriones raiz embriones aclimatacion
(mm)
25 18 4 12 1 (25%) 0 (0%)
30 2,7 6 8 3 (50%) 1 (33%)
35 31 11 6 6 (54%) 4 (67%)
40 4,9 22 7 18 (82%) 14 (78%)
45 5,8 29 7 23 (79%) 17 (74%)
5.0 47 25 9 17 (68%) 12 (71%)
0 Control 0 0 0 0 (0%) 0 (0%)
Tabla No.3  Eficiencia del proceso de regeneracion de plantas a partir de

embriones y aclimatacion de las plantulas de S. betaceum obtenidas con reduccion
en la concentracion de nitrato de amonio en el medio de cultivo MS (Ensayo No.

3).
Concentracion Tamaro Embriones Promedio de NUmero y NUmero y
de Nitrato de promedio de | sembrados en dias hasta la eficiencia de eficiencia de

amonio los embriones MS aparicion de regeneracion de | aclimatacion
(mg/L) (mm) raiz plantas a partir
de embriones
400 58 33 26 (78%) 19 (73%)
800 60 26 21 (81%) 17 (81%)
1200 53 20 10 14 (70%) 11 (78%)
Control 1600 48 23 9 18 (78 %) 13 (72%)




Tabla No. 4. Eficiencia del proceso de regeneracion de plantas a partir de
embriones y aclimatacion de las plantulas de S. betaceum obtenidos con
disminucién de nitrato de amonio en el medio MS (Ensayo No. 4)
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Concentracion Promedio Embriones Promedio de Numero y eficiencia NUmero y
de Nitrato de | tamafio de los | sembrados dias hasta la de regeneracion de eficiencia de
amonio embriones en MS aparicion de plantas a partir de aclimatacion

(mg/L) (mm) raiz embriones

400 6,4 27 22 18 (67%) 13 (72%)

200 51 19 14 11 (58%) 9 (82%)

0 43 13 8 5 (38%) 3 (60%)

1600 Control 59 20 14 13 (65%) 9 (69%)

Tabla No. 5 Analisis de varianza (ANOVA) de un solo factor para el porcentaje
de embriogénesis soméatica obtenida entre cada uno de los tratamientos llevados a
cabo en el ensayo 1 con variaciones en la concentracion de ANA.

Sources SS df F P value F crit RMSSE Omega Sq
Between Groups | 15212,1212 5 4,7170753 | 0,0010647 | 2,3682702 | 0,6522433 0,21972328
Within Groups 38698,8636 60

Total 53910,9848 65

Tabla No. 6 Anélisis de varianza (ANOVA) de un solo factor para el porcentaje
de embriogénesis somatica obtenida entre cada uno de los tratamientos llevados a
cabo en el ensayo 2 con variaciones en la concentracion de ANA.

Sources SS df F P value F crit RMSSE | Omega Sq
Between Groups | 249154401 6 14,1311654 | 0,0008062 | 2,24640798 | 1,18897993 [ 0,52952877
Within Groups 18513,1313 63

Total 434285714 69

Tabla No. 7 Analisis de varianza (ANOVA) de un solo factor para el porcentaje
de embriogénesis somatica obtenida entre cada uno de los tratamientos llevados a
cabo en el ensayo 3 con variaciones en la concentracion de Nitrato de amonio.

Sources SS df F P value F crit RMSSE | OmegaSq
Between Groups | 4441,90547 3 2,3482614 0,0862380 2,8270487 0,4524399 0,0808232
Within Groups 26482,0076 42

Total 30923,913 45
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Tabla No. 8 Analisis de varianza (ANOVA) de un solo factor para el porcentaje
de embriogénesis soméatica obtenida entre cada uno de los tratamientos llevados a
cabo en el ensayo 4 con variaciones en la concentracion de Nitrato de amonio.

Sources SS df F P value F crit RMSSE Omega Sq
Between groups | 2012,72727 | 3 1,15782868 | 0,33777514 | 2,8387454 | 0,32225016 0,01064648
Within Groups | 23178,1818 | 40

Total 25190,9091 | 43

Tabla No. 9. Prueba de Tukey para porcentaje de embriogénesis somatica al variar las
concentraciones de ANA, en los ensayos 1y 2.

ANA mg/L N Mean Grouping ANA mg/ L N Mean Grouping
0 60 0.0000 C 0 48 0. 00000 C
2.5 60 0.6606 C 3 48 0.19519 BC
3.0 60 0.1001 BC 4 48 0.41160 A B
3.5 60 0.1874 BC 5 48 0.43702 A B
4.0 60 0.3636 B 6 48 0.23212 B
4.5 60 04834 A 7 48  0.12512 BC
5.0 60 04161 AB

Tabla No. 10. Prueba de Tukey para porcentaje de embriogenesis somatica
al variar las concentraciones de NH;NO; en los ensayos 3y 4

NH;NO; mg/L N Mean Grouping NH;NO3; mg/ L N Mean Grouping
400 60 04861 A 400 48 0.51252 A

800 60 0.4386 BC 200 48 0. 39056 BC
1200 60 0.3341 BC 0 48 0.27341 C
1600 60 03874 ABC 1600 48 0.41602 AB
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13. Figuras.

Figura No. 1 Disposicion de los embriones somaticos de Solanum betaceum en su
etapa de induccion en MS en el cuarto de cultivo de la Universidad San Francisco de
Quito.
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Figura No. 2 Correspondiente a los ensayos 1 y 2 con variaciones en la concentracion
de ANA a) Embrién obtenido a los 15 dias en el ensayo No. 1 a una concentracion de
ANA de 4mg/L y b) Embrion obtenido en ensayo No. 2 a los 14 dias a una
concentracion de ANA 4.5 5mg/L. Etapa de induccion de los embriones en medio MS
libre de hormonas.
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Figura No. 3 Correspondiente al ensayo 3 y 4 con variaciones en la concentracion de
NH4NO3 a) Embrion obtenido en ensayo No. 3 a una concentracion de Nitrato de
amonio de 400 mg/L y b) Embrién obtenido en ensayo No. 4 a una concentracion de
Nitrato de amonio de 1600 mg/L.. Etapa de induccién de los embriones en medio MS
libre de hormonas.
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Figura No. 4 Planta de Solanum betaceum obtenida en el tratamiento con 4,5
mg/l ANA en etapa de aclimatacion después de ser cultivada en MS

Figura No. 5 Planta de Solanum betaceum obtenida a través de embriogénesis
somatica, correspondiente al ensayo No 2, tratamiento de 4,5 mg/lL ANA, en etapa de
aclimatacién y siendo transferida a suelo.
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Figura No. 6 Plantas de Solanum betaceum obtenidas a los 4 meses

aproximadamente, a través de un proceso de embriogénesis somatica, aclimatadas
en el invernadero de la Universidad San Francisco de Quito.

X

60%

50%

40%
30%
20%
| 1 i

Omg/L  25mg/L 3mg/L 35mg/L 4mg/L 45mg/L 5mg/L 6mg/L 7 mg/L
ANA ANA ANA ANA ANA ANA ANA ANA ANA

Concentraciones de ANA mg/L analizadas en los ensayos 1y 2

Porcentaje embriogenesis

X

Figura No. 7. Porcentaje de embriogénesis somética obtenido al variar las
concentraciones de ANA (Ensayos 1y 2).
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Figura No. 8. Porcentaje de embriogénesis somatica obtenido al disminuir la
concentracion de NH4NOg3 enelmedio MS (Ensayos 3y 4).
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Figura No. 9 Porcentajes de callogenesis obtenidos para los ensayos No. 1 y 2 con
variaciones en la concentracion de ANA.
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Figura No0.10 Porcentajes de callogenesis obtenidos para los ensayos 3 y 4 con
variaciones en la concentracion de NH;NOs.
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Figura No. 11. Dias de aparicion de callo y de embriones somaticos en los ensayos 1.
2, con variaciones en la concentracion de ANA.
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Figura No. 12 Dias de aparicion de callo y embriones somaticos en los ensayos 3y
4, con variaciones en la concentracion de NH;NO:s.
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Concentraciones de NH,NO; mg/L analizadas en los ensayos 3y 4
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Figura No. 14 Tamafio en (mm) de los embriones somaticos obtenidos en los ensayos
3y4



