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RESUMEN

La naranjilla o lulo (Solanum quitoense) es una planta frutal nativa de la regién
tropical andina que tiene un alto aprecio dentro del mercado culinario por el exotico sabor de
su fruta y su alto contenido nutricional de hierro, niacina, acido citrico y pectina. Al igual que
la mayoria de frutales, esta especie es susceptible a enfermedades causadas por nematodos,
insectos, virus y hongos, lo que ocasiona grandes pérdidas de este cultivo. El desarrollo de
nuevas estrategias de propagacion vegetativa fomentaria el crecimiento de plantas con mejor
desempefio agricola. El objetivo de este estudio fue estandarizar protocolos de regeneracion in
vitro de naranjilla a partir de tres tipos de tejidos vegetales: yemas apicales, hipocotilos y
peciolos. Para ello, los explantes vegetales fueron obtenidos de plantas in vitro y cultivados
en medio basal Murashige & Skoog (MS) suplementado con varias combinaciones
hormonales. En cada ensayo, la regeneracion de brotes fue evaluada en base a cuatro
parametros: numero y tamafio de brotes y nimero y tamafio de hojas. En el caso de yemas
apicales, el mejor medio de cultivo fue MS con 0.1 mg L™ ANA para todas las variables
analizadas. Por otro lado, los hipocotilos rectos (3 semanas de edad) demostraron ser
estadisticamente superiores a los hipocotilos curvos (2 semanas de edad). EI mejor medio de
cultivo para éstos fue el medio MS con 0.01 mg L™ ANA, 0.1 mg L™ GA3y 5.5 mg L™ BAP.
En peciolos, los del tercio superior de la planta fueron significativamente mejores a los del
tercio inferior de la misma. EI mejor medio de cultivo para estos explantes fue un medio MS
con 0.02 mg L™ ANA, 1.0 mg L™ GA3 y 3.5 mg L™ BAP. Adicionalmente, utilizando un
analisis factorial para peciolos, se observé que la hormona GA;3 puede ser un elemento clave
en el desarrollo de nimero de brotes, mientras que la hormona ANA promueve un mayor
desarrollo en el tamafio de brotes y hojas. Finalmente, mediante una prueba T, se determiné
que los peciolos generan un mayor nimero de brotes y hojas, mientras que las yemas apicales
desarrollan retofios y hojas con un mayor tamafo. En este estudio se establecieron protocolos
de regeneracion in vitro de plantas de naranjilla a partir de diferentes tipos de tejidos
vegetales, los cuales pueden ser utilizados para la eficiente micropropagacion vegetativa y
conservacion de este valioso recurso biolégico.

Palabras clave: cultivo in vitro, explante, BAP, ANA, GA3, propagacion vegetativa.



ABSTRACT

Naranjilla or lulo (Solanum quitoense) is a native plant from the tropical region of the
Andes. It is highly appreciated in the local market for its exotic flavor and high nutritional
contents of iron, niacin, citric acid, and pectin. Like most fruit plants, this species is
vulnerable to many diseases caused by nematodes, insects, fungus and virus, resulting in
important economical loses. The development of vegetative plant propagation strategies could
promote the growth of plants with enhanced agricultural performance. The objective of this
study was to establish in vitro protocols for the regeneration of naranjilla plants from three
explant types: shoot tips, hypocotyls, and petioles. Vegetative explants where obtained from
in vitro plants and cultivated in Murashige & Skoog (MS) basal medium supplemented with
different hormone combinations. For each assay, shoot regeneration was evaluated regarding
four parameters: number and size of shoots and number and size of leaves. For shoot tips, the
best culture medium was MS supplemented with 0.1 mg L™ NAA for all the analized
variables. On the other hand, straight hypocotyls (3 weeks old) were significantly superior to
curved ones (2 weeks old). The best culture medium for straight hypocotyls was MS with
0.01 mg L™ NAA, 0.1 mg L™ GA;z and 5.5 mg L™ BAP. Petioles from the upper third of the
plant were statistically superior to those from the bottom third in all of the measured
variables. The best culture medium for these explants was MS supplemented with 0.02 mg L
! 1.0 mg L? GA; and 3.5 mg L™ BAP. Also, with the results of a factorial analysis using
petioles as explants, it was observed that the hormone GAj3 could play a key role in the
development of a greater number of shoots and leaves, while NAA promotes the growth of
shoots and leaves. Finally, it was determined through a T-test that petioles produce a higher
number of shoots and leaves in comparison with the other explants, whereas shoot tips
produce shoots and leaves of greater length. This study established efficient in vitro protocols
for the regeneration of naranjilla using different types of tissue which could be used in the
micropropagation and conservation of this important biological resource.

Key words: in vitro culture, explants, BAP, NAA, GAs, and vegetative propagation.
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1. Introduccion

1.1.La naranjilla
1.1.1. Generalidades

La naranjilla (Solanum quitoense) es una especie caracteristica de los andes
sudamericanos y de latitudes amazodnicas (Pastrana, 1998). Especificamente, es originaria de
las vertientes oriental y occidental de los andes de Peru, Ecuador y Colombia. El cultivo se
localiza en paises como Chile, México y especialmente en Pert, Ecuador, Colombia, Panama,
Costa Rica y Honduras (Sowell & Shiverly, 2012). Se la cultiva en zonas sub-tropicales con
un indice alto de humedad (Pastrana, 1998). Se han registrado variedades locales como: agria,
dulce, baeza, septentrional y bola (Sowell & Shiverly, 2012). El clima donde crece la
naranjilla se caracteriza por ser calido y sub calido hiumedo con temperaturas entre 17 a 26
grados centigrados (Jiménez, 1982). Sin embargo, los autores Valarezo y Samaniego (1982)
identifican como temperatura Optima de crecimiento de la naranjilla, 20 grados centigrados.
La precipitacion requerida varia entre 1800 a 4000 mm, con una humedad relativa
aproximada de 78% (Rodriguez, 1986), siendo 2500 mm la precipitacion optima (Valarezo &
Samaniego, 2017). Un factor importante para considerar su cultivo es la altitud. La naranjilla
es una especie que prefiere crecer entre 600 y 2000 metros sobre el nivel del mar (Samaniego,
1982). Adicionalmente, Jiménez (1982) describe que la altitud que produce un mejor
rendimiento del cultivo es entre 1000 a 1400 metros sobre el nivel del mar. El suelo se
caracteriza por ser rico en materia organica, profundo y bien drenado. Su potencial hidrégeno
varia entre 5.3 y 6 (Rodriguez, 1986). Adicionalmente, su cultivo se junta con diferentes tipos
de plantas agricolas como el platano (Musa paradisiaca), yuca (Manihot esculenta) o guaba
(Inga feuilleei), prolongando la vida media de la naranjilla y su supervivencia a plagas
(Valarezo & Samaniego, 1982).

1.1.2. Taxonomia

La naranjilla es un miembro de la familia de las Solanaceae, del género Solanum y
pertenece al grupo de las Lasiocarpas (Revelo & Sandoval, 2003). Su posicion taxonémica

completa es la siguiente (Morales, 2016):
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Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum

Especie: quitoense

1.1.3. Descripcion morfologica
1.1.3.1. Tallo

El tallo es ramificado, semilefioso, cilindrico y presenta tricomas (vellos). Puede
crecer de forma erecta (Heiser, 1985). Segln la variedad, puede presentar 0 no espinas
(Revelo & Sandoval, 2003). Las ramas son fibrosas con un didmetro aproximado de 5a 7 cm.
Estas tienen un aspecto lefioso cuando la planta esta en una fase madura, pueden presentar
espinas y tricomas (NEIVA, 2006).

1.1.3.2. Flor

La naranjilla posee flores pentameras con cinco sépalos, 5 estambres y 5 pétalos de
manera simétrica, y en ellas confluyen los dos sexos (Revelo & Sandoval, 2003). Los pétalos
son generalmente de color blanco (Schultes & Cuatrecasas, 2007). Por la longitud del pistilo,
pueden ser de pistilo largo, medio y corto, pero la Unica variedad fértil es precisamente la de
flor con pistilo largo. Su fertilizacion se produce de manera cruzada, es decir que su
polinizacién tiene lugar por efecto del viento o por accion de organismos polinizadores como
los insectos (NEIVA, 2006).

1.1.3.3.Frutos

Los frutos son bayas globosas de cuatro a ocho centimetros de didmetro y pueden
variar su peso de 70 a 100 gramos. Su cubierta, estd poblada de tricomas (pelos)los cuales se

pierden conforme el fruto va madurando (Heiser, 1972). El fruto presenta una cubierta de
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color amarillento-anaranjado fuerte. Sin embargo, su pulpa es de color verde claro y puede
presentar hasta 800 semillas lisas, redondas y de tamafio pequefio (Revelo & Sandoval, 2003).

1.1.4. Composicion quimica de los frutos

En base a estudios sobre la composicion quimica de la pulpa de frutos de naranjilla
realizado por Acosta et al. (2009), se reporta que el contenido de humedad tiene un
aproximado de 85.8 y 92.5 g 100g-1; proteina entre 0.107-0.6 g 100g-1; grasa 0.1-0.24 ¢
100g-1; carbohidratos totales 5.7 g 100g-1; fibra 0.3-0.46 g 100g-1; azUcares 2.51 g 100g-1;
valor energético de 23 kcal 100g-1; pH 3.3 y total sélidos solubles 8° Brix. Por otro lado, los
mismos autores describen la presencia de carotenoides tanto para la fruta, pulpa y jugo con
33.3ug g-1, 7.2 ug g-1 y 4.6 ug g-1 respectivamente. También, en un estudio realizado por
NEIVA (2006), se encontré que el contenido nutricional de la naranjilla consiste de 87%
agua, 0.74 % proteina, 0.17 % lipidos, 8% carbohidratos, 2.6% fibra, 34.2 mg de Calcio, 1.19
mg de Hierro, 29.4% vitamina C y 1.28% pectina.

1.1.5. Variedades cultivadas de naranjilla

Hasta la actualidad se han descrito tres tipos de naranjilla: variedad “agria” (Solanum
quitoense Lam var. quitoense), variedad baeza dulce (Solanum quiotense Lam var. quitoense)
y la variedad “espinosa” (Solanum quitoense Lam var. septentrionale). La primera se
caracteriza por poseer un fruto esférico, achatado, de color amarillo rojizo y con un diametro
entre 5 a 7 cm de longitud. La epidermis del fruto es relativamente fina y su sabor es
notablemente agridulce (Rodriguez & Camacho, 1992). La segunda consiste en una
morfologia similar a la variedad agria, pero su diferencia radica en los frutos que son
notoriamente mas grandes al tener un didmetro mayor a 7 cm de longitud y la base del
pedunculo al nivel de su union con el propio fruto es mas desarrollada. También se
caracteriza por tener la epidermis més gruesa, sabor del fruto mas dulce (Revelo & Sandoval,
2003). La tercera variedad se la conoce por poseer espinas, especialmente en el tallo, ramas y
hojas. Su fruto es totalmente esférico, posee un color rojizo y su diametro es de
aproximadamente 4 centimetros de longitud, siendo la variedad con el fruto mas pequefio
(Rodriguez & Camacho, 1992).
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1.1.6. Especies silvestres relacionadas con la naranjilla

Rodriguez y Camacho (1992) describen las siguientes especies silvestres relacionadas
con la naranjilla: S. hirsutissimun (huevo de tigre), S. tequilense (uvilla), S. mamosum (ubre
de vaca), S. tapiro (jibara morada), S. grandiflorum (huevo de perro) y S. cocona (jibara
amarilla). Por otro lado, Whalen et. al (1981) identificaron a la naranjilla como miembro de la
Seccion Lasiocarpa. Esta contiene doce especies descritas, las cuales se las presentan de la
siguiente manera: S. stramonifolium, S. sessiliflorum, S. repandum, S. hyporhodium, S.
vertissimum, S. felinum, S. pectinatum, S. candidum, S. lasiocarpum, S. quitoense, S. hirtum y

S. pseudolulo.

1.1.7. Importancia de la naranjilla en la agricultura

La naranjilla posee frutos de gran sabor y aporte nutricional (Rodriguez & Camacho,
1992). Es semi-domesticada, y se la considera a nivel regional como un cultivo menor, debido
a que no es industrializada y es cultivada Unicamente por pequefios productores agricolas. ES
cultivada en aproximadamente diez mil hectareas y contribuye a la canasta econémica de mas
0 menos siete mil familias en el Ecuador (Sowell & Shiverly, 2012). Por otro lado, la
demanda interna del producto se dirige en pequefias proporciones a pequefios vendedores o
industrias que generan productos elaborados, por lo que su destino mayoritario se orienta a un

mercado internacional (Chong & Andrade, 2001).

En cuestiones de la calidad del fruto, se conoce que la variedad comdn produce frutos
con un mayor valor comercial, debido a su buena aceptacion en el mercado por la alta
cantidad y calidad de jugo que genera, mientras que las variedades hibridas generan frutos
con menor produccion de jugo, por lo que perjudica su aceptacion en el mercado local e
internacional (Ochoa et al., 2000). Por otro lado, se sabe que los hibridos de naranjilla
producto del cruzamiento de la variedad comun (S. quitoense) con variedades silvestres o
parientes cercanos (S. sessiliflorum) generan una mayor resistencia a factores abioticos y
bidticos que las propias variedades comunes de naranjilla (Clements et al., 2016). Sin
embargo, los pequefios agricultores prefieren utilizar variedades comunes por su mayor
rendimiento (Showell & Shiverly, 2012).
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1.1.8. Principales enfermedades que afectan a la naranjilla
1.1.8.1. Hongos

Dentro de este tipo de patégenos, el mas comun es el hongo Fusarium sp. conocido
coloquialmente como “mal seco” (Revelo & Sandoval, 2003). Otro agente causal de
enfermedades en naranjilla es Colletotrichum gloeosporioides, mejor conocido como
“pudricion de fruto” (Padilla et al., 1982). También, Phytophthora sp, o conocido
comunmente como “tizon tardio”. Finalmente, Sclerotinia scleroteorum o “pudricion

hiimeda” es un hongo propio del suelo por lo tanto es un patdégeno oportunista. (Navarro,
1988).

Como consecuencia de la infeccion, este tipo de patdgenos atacan varios tejidos de la
planta como hojas, peciolos, tallos, ramas y corteza (Castafieda, 1992; Tamayo, 2001). Las
plantas infectadas por estos microorganismos presentan sintomas en sus hojas inferiores, las
cuales muestran un color amarillento y posteriormente café, que termina “secando” la hoja

hasta que se cae. También ataca los tallos que sostienen los frutos (Padilla et al. 1982).

1.1.8.2. Bacterias

Pseudomonas solanacearum y la bacteria Erwinia sp son los principales patogenos
bacterianos de la planta y estos son capaces de infectar tejidos vegetales como raices y tallos,
generando una condicién de podredumbre mal oliente que puede causar la muerte de la
planta. (Revelo & Sandoval, 2003).

1.1.8.3. Virus

El principal virus que genera grandes pérdidas en la naranjilla se lo conoce como
“virus de la hoja pequefia” o también conocido como el virus del moisaco. Este patdogeno es
transmitido por vectores como los pulgones (Myzus persicae y Aphis gossypii) 0 moscas
blancas del género Bermisia sp. Los sintomas se presentan como contracciones Yy
amarillamiento de las hojas y posteriormente causa una disminucién del tamafio de la misma
planta y sus frutos. El virus infecta primero las hojas mas jovenes y posteriormente se difunde

por toda la planta, generando un acortamiento de tallos y peciolos (Tamayo, 2001).

1.1.8.4. Nematodos
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Los nematodos que actlan como parésitos de plantas generan un importante impacto
econdmico en cultivos agricolas generando pérdidas de hasta $157 billones por afio en todo el
mundo (Escudero & Lopez-Llorca, 2012). Las principales especies que infectan el sistema
radicular son las siguientes: Tylenchus sp. (nematodo del suelo), Meloidogyne incognita
(nematodo del nudo radicular), Trichodorus sp. (nematodo de la raiz de escoba), Aphelenchus
sp. (nematodo del suelo), Helicotylenchus sp. (nematodo espiral), Tylenchorhynchus sp.
(nematodo del raquitismo), Xiphinema sp. (nematodo de daga), Paratylenchus sp. (hematodo
lesionador), Hemicyclio sp. (nematodo de vaina) (NEIVA, 2006). De todas las especies
reportadas anteriormente, Revelo y Sandoval (2003) reportaron que el nematodo del nudo o
Meloidogyne incognita es el mas virulento, ya que tiene una mayor tasa de reproduccion que
sus parientes cercanos. Esta plaga es responsable del 70% de las pérdidas de cultivos de

naranjilla.

1.1.8.5. Insectos

La plaga méas importante de S. quitoense es el pasador de fruto o Neoleucinodes
elegantis (Jijon, 1982). La consecuencia de una infeccion por este insecto es la caida de los
frutos infestados. Generalmente, pueden producir hasta un 90% de pérdidas en la produccion
de naranjilla (Vélez, 1988; Salas et al., 1991). Otra plaga con un impacto significativo en la
produccién de naranjilla es el perforador de cuello o Faustinus apicalis. (Jijon, 1982).
También, la planta es susceptible a ataques por el escarabajo llamado coloquialmente barredor
del tallo y ramas Alcidion sp. (Castafieda, 1992). Sin embargo, las especies con mayor
influencia son los pulgones Myzus persicae, Myzus ornato y Aphis gossypii (Jijon, 1982). Las
infecciones de estos parasitos generalmente producen el marchitamiento de la planta y
posteriormente su muerte, generando un estado grave dentro de los cultivos de naranjilla y
otras plantas (Vélez, 1988).

1.1.9. Cultivo de naranjilla en el Ecuador y el mundo

La naranjilla o lulo puede encontrase en Ecuador, Colombia y ciertos paises de Centro
América como Panama y Costa Rica, siendo estos ultimos los lugares donde se la cultiva a
menor escala (Heiser, 1972). Actualmente, Ecuador y Colombia son los mayores productores
de naranjilla en el mundo (Gonzalez, 2007).
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Desde la época colonial, los agricultores han realizado cruces entre la naranjilla
comun (S. quitoense) con su pariente mas cercano S. sessiliforum (naranjilla jibara) con el
objetivo de mejorar su rendimiento y resistencia a factores abidticos y bidticos. Esto hizo que
el cultivo de naranjilla comun disminuya drasticamente (Soria, 1989). Sin embargo, estas
modificaciones genéticas obtenidas presentan algunas caracteristicas favorables como mayor
adaptabilidad a altitudes mas bajas aumentando su zona de produccion, generé mayor
resistencia a cierto tipo de plagas comunes al cultivo y generé un fruto con menor
susceptibilidad a dafios al ser transportado, ya que la pulpa es mas dura (Gonzéles, 2007).
Actualmente, en Ecuador se la cultiva en la Costa, Sierra y Oriente (Revelo & Sandoval,
2003), siendo su mayor produccion en las provincias de Pichincha, Imbabura, Sucumbios,
Napo, Orellana, Pastaza, Morona Santiago y Zamora Chinchipe (Sowell & Shiverly, 2012).
Cabe recalcar que la mayor area de cultivo corresponde a las provincias de la regién Oriental
(Revelo & Sandoval, 2003). La superficie cultivada es de aproximadamente 9.459 hectareas,
con un volumen anual de produccion de 39.636 toneladas (Soria Idrovo, 1996). EI 50% de la
produccidn nacional corresponde a una variedad conocida como hibrido del Puyo, seguido de
un 45% del hibrido conocido como INIAP Palora y el 5% restante a la naranjilla convencional
(S. quitoense) (NEIVA, 2006).

1.2. Cultivo in-vitro de la naranjilla
1.2.1. Técnicas de propagacion in vitro a través de tejidos vegetales

El cultivo in vitro de tejidos es una tecnologia que puede usarse para la conservacion y
propagaciéon de plantas, basandose en el principio de la totipotencia celular (Cafial et al,
2001). Implica cultivar tejidos o celulas vegetales de forma aséptica bajo condiciones
abioticas controladas y en un medio rico en nutrientes y suplementado con hormonas
vegetales. En si es el control relativo de los procesos morfogenéticos, fisioldgicos y
bioquimicos de los tejidos que estan siendo estudiados o analizados (Abdelnor & Escalant,
1994). Durante la multiplicacion vegetativa o asexual, se utiliza una planta madre o base que
es propagada in vitro, donde sus individuos descendientes son clones o copias genéticas
idénticas a la planta madre y entre ellas (Cafal et al, 2001). Los tipos principales de
propagacion in vitro son: cultivo de oOrganos, callos, suspension de células, cultivo de

protoplastos y cultivo de anteras (Bozzone, 1997). El cultivo de 6rganos corresponde a un
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cultivo con el fin de propagar la planta mediante meristemas o &pices, microestacas y
embriones (Radice, 2010).

1.2.2. Funcién de los reguladores de crecimiento vegetales

Las fitohormonas son sustancias quimicas que generalmente son producidas por las
propias plantas y su funcion es estimular, inhibir o regular la comunicacion intracelular
(Abdelnor & Escalant, 1994). La aplicacion de estos reguladores de crecimiento tiene como
objetivo inducir a los explantes vegetales para que entren en un proceso de morfogénesis
(Flérez, 1997). El primer grupo de hormonas vegetales son las auxinas, que generan diversos
efectos biologicos como la estimulacion de la division celular, actGan en el crecimiento
radicular y posee un control sobre el sistema vascular (Koepfl et al., 1937). También, en
concentraciones altas, las auxinas pueden suprimir la morfogénesis (Smith, 2006). Los tipos
de auxinas presentes son &cido indol acético (AlA), acido 1-naftalen acético (ANA), acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e é&cido indolbutririco (IBA). La hormona 2,4-D es
ampliamente utilizada para la induccion de callo, mientras que las hormonas 1AA, IBA y
ANA se utilizan para induccidn de raices (Smith, 2006) Por otro lado, las citoquininas actian
en la regulacion del desarrollo y mantenimiento de los tejidos vegetales. También tienen un
rol en la division de células no meristematicas, ocasionando la formacion de callo (masa de
células no diferenciadas) con presencia de auxinas. Finalmente, inhiben la dominancia apical
(Florez, 1997). Las citoquinas kinetina (KIN), 6-benzilaminopurina (BA), zeatina y 6-y-y-
[dimetillallylamino]-purina (2iP) promueven la divisidon celular, proliferacion de brotes y
morfogénesis. La hormona Tidiazuron (TDZ) se utiliza comercialmente como defoliante para
inducir que las plantas desprendan sus hojas. Esta Ultima citoquinina, en concentraciones
bajas, puede estimular la regeneracion de brotes (Smith, 2006). Adicionalmente, se conoce
que, a nivel molecular, el efecto de las citoquininas puede estar relacionado con la sintesis de
ARN, estimulacion de la sintesis de proteinas y activa cierto tipo de enzimas (George et al.,
2008). Las giberelinas es un grupo de fitohormonas que mayoritariamente son de produccion
natural (las auxinas y citoquininas tienen variantes producidas sintéticamente) (Koepfl et al.,
1937). Este grupo de hormonas tiene un efecto en el incremento del crecimiento de vastagos y
tambien provoca algunos efectos fisioldgicos como division celular o induccion de sintesis de
ADN en la fase G1 de la mitosis. (Abdelnor & Escalant, 1994). Adicionalmente, se conoce

que tiene un efecto inhibitorio en el crecimiento de callo y en la formacién de raices
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adventicias (Smith, 2006). Por ultimo, el &cido abscisico (ABA), estd involucrado en la
abscision dominante de frutas y hojas. También es Gtil para el cultivo de embriones (Smith,
2006).

1.2.3. Medios de cultivo

Para mantener la viabilidad de un cultivo de tejidos, estimular su diferenciacion y
favorecer su crecimiento, se requiere crear un medio con nutrientes y hormonas vegetales.
Especificamente, los medios de cultivo para propagacion in vitro de especies vegetales poseen
los siguientes componentes: sales inorganicas (minerales), compuestos organicos,
preparaciones naturales complejas y materiales inertes (Abdelnor & Escalant, 1994). Las sales
inorganicas son esenciales para la sobrevivencia de las plantas y contienen Nitrogeno (N),
Fésforo (P), Potasio (K), Azufre (S), Calcio (Ca), Magnesio (Mg) y Hierro (F) (Radice,
2010). Entre los compuestos organicos se encuentran los carbohidratos (aztcares), hormonas,
vitaminas y aminoacidos como L-arginina, L-acido aspartico, L-glutamina y L-tirosina que
son los méas populares dentro de este campo de estudio (Radice, 2010). Las preparaciones
naturales complejas son una gran variedad de sustancias con una composicion que no se
conoce en su totalidad y sirven para enriquecer medios de cultivo (Abdelnor & Escalant,
1994). Estas pueden ser extractos de malta, agua de coco, extracto de levadura y pulpa de
diferentes frutas (Ramirez & Duque, 2010). Finalmente, los materiales inertes incluyen
sustancias gelidificantes que dan soporte y carbon activado para remover compuestos no

deseados en el medio de cultivo (Abdelnor & Escalant, 1994).

1.2.4. Estudios de propagacion in vitro de la naranjilla y sus parientes

Gisbert et al. (2006), estudié la regeneracién in vitro de Solanum aethipicum y S.
macrocarpon, que son dos frutales de la region subtropical de Africa. En este estudio, se
realizaron tres experimentos. El primero, a partir de explantes de cotiledones, se evalué la
regeneracion de brotes usando TDZ, NAA+TDZ y IAA+ zeatina, encontrando que TDZ
indujo una mayor respuesta regenerativa. En un segundo experimento, se evalué la
regeneracion de brotes a partir de explantes de hojas, usando 0.45 uM de TDZ con un
resultado del 100% de regeneracion. El tercer experimento consistid en la optimizacion de
regeneracion de brotes con diferentes concentraciones de TDZ, donde, en un medio MS, el

rango entre 0.1-0.2 uM otorga un mayor desempefio de regeneracion.
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O’ Connor et al. (2010), evalud la regeneracion de plantas de S. americanum a partir
de explantes de hojas. El estudio consistio de tres etapas: induccion de brotes a partir de
tejidos de hoja, elongacion de brotes y enraizamiento. La mejor combinaciéon de hormonas
para la induccién de brotes fue 5.7 uM de zeatina + 0.11 uM de acido acético en un medio
MS. La elongacion de los brotes se logré transfiriéndolos a un medio MS basal. El
enraizamiento se obtuvo al utilizar 2 MS con 58.5 mM de sacarosa.

Hendrix et al. (1987), evalud la organogénesis y regeneracion de plantas a partir de
explantes de hojas de las especies S. candidum, S. quiotense y S. sessiliflorum. Se efectuaron
dos experimentos donde el primero evalué el efecto de diferentes combinaciones de BA con
ANA. Para S. candidum, las combinaciones que produjeron brotes con raices fueron en
rangos de 0.0, 0.01 y 0.09 uM de BAP con 0.0 y 0.01 uM de NAA en un medio basal mineral
MS. En el caso de S. sessiliflorum la produccion de brotes con raices se observd en un medio
MS con rangos de 0.0-0.09 uM BAP con 0.11 uM NAA. En el segundo experimento, se
evalud el efecto de diferentes concentraciones de kinetina e IAA en combinacion. Para S.
candidum, la mayor cantidad de brotes adventicios se produjo en un medio MS con rangos de
93-116 uM kinetina con 0.06-5.7 uM IAA y 163 uM Kkinetina con 0.57-5.7 uM IAA. En tanto
que para S. sessiliflorum, la mayor produccién de brotes adventicios se obtuvo en un medio
MS suplementado 93 pM kinetina en combinacion con 0.06 uM IAA y 163 uM Kkinetina con
5.7 UM 1AA.

Rodriguez y Oliveira (1991), realizaron un estudio de regeneracion in vitro de varias
accesiones de S. topiro y S. sessiliflorum a partir de explantes de hojas e hipocotilos en un
medio MS suplementado con combinaciones de ANA y BA. Como resultado, obtuvieron que
los explantes de hipocotilos generaron una mayor respuesta que los explantes de hoja para la
regeneracion de brotes y que, a su vez, la mejor combinacién hormonal probada fue 5 x
10™7M ANA + 1 x 107° M BA en un medio MS.

Boufleuher et al. (2008) evalu6 el efecto de diferentes concentraciones y
combinaciones de auxinas y citoquininas en la propagacion de S. sessiliflorum a partir de
segmentos nodales de dos variedades de distintas localidades. El primer experimento
consistio en probar el efecto de diferentes concentraciones de ANA y BAP en un medio MS
suplementado con mio-inositol, glicina y sacarosa. Como resultado, se dedujo que las

combinaciones de ANA y BAP inhibieron el crecimiento y mantenimiento de la dominancia
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apical de brotes (elongacién), como también la rizogénesis de la planta; pero aumentd la
formacion de callo. En el segundo experimento, se midio el efecto de IAA en combinacion
con KIN, TDZ y zeatina en un medio basal mineral MS. Como resultado, la combinacion de
0.01 mg L-1 IAAy5.0mg L-1 TDZ y 0.01 mg L-1 IAA y 2.5 mg L-1 TDZ indujeron una
mayor regeneracion de brotes axilares; mientras que para brotes adventicios la mejor

respuesta se obtuvo a partir 5.0 mg L-1 TDZy 2.5 mg L-1 TDZ

Medina et al. (2008) evalud la regeneracion de S. sessiliflorum a partir de explantes
foliares. En un primer experimento analizaron el efecto combinado de BA con ANA dentro de
un medio basal mineral MS, donde obtuvieron plantas enraizadas en los rangos entre 0.0-1.5
mg L-1 BA y 0.0-0.5 mg L-1 ANA, con rangos hormonales superiores a esos, se generaron
plantas anormales y aumento la formacion de callo. En un segundo experimento, estudiaron el
efecto combinado de kinetina con 1AA, donde la mayor produccion de brotes se obtuvo a una

concentracion de 2.0 mg L-1 kinetina con 1.0 mg L-1 IAA.

Schuelter et al. (2009), analiz6 la regeneracién in vitro de S. sessiliflorum de
diferentes localidades a partir de explantes de segmentos de hoja, hoja con peciolos, peciolos,
segmentos de hipocotilos y yemas apicales. Para la regeneracion de brotes, los mejores
explantes fueron segmentos de hipocotilos y yemas apicales. Para segmentos de hipocotilos,
la mayor cantidad de brotes adventicios por explante se obtuvo a partir de un medio MS con
10-20 mg L-1 KIN combinado con 0.02 mg L-1 AIA.

Especificamente, en S. quitoense, Hendrix et al., (1987) -con el procedimiento ya
descrito anteriormente- obtuvieron una mayor respuesta con un medio de MS suplementado
con 0.09 uM BA y 0.11 uM ANA para brotes axilares. Te-chato (1988), estudio la respuesta
de formacion de brotes con diferentes concentraciones de BA en combinacion con ANA
usando explantes de hipocotilos, hojas cotiledoneas y meristemo apical. El explante con
mayor regeneracion de brotes fue hipocotilo en un medio MS suplementado con un rango de
0.0-0.01 ppm ANA + 0.0-5.0 ppm BA. Segovia (2002), realizé un estudio de optimizacion de
regeneracion de brotes de naranjilla probando diferentes tipos de medios de cultivo mediante
el uso de explantes de yemas axilares (nudos). Como resultado, el medio %2 MS suplementado
con 0.02 ppm ANA, 0.04 ppm BAP y 0.05 GA3 presentd una mejor y mayor elongacién y
crecimiento de la planta. Tandazo (2015), evalu6 la formacion de callo e induccion de

vastagos a partir de explantes de hipocotilos y hojas cotiledoneas. Para la induccién de callo,
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el medio con una mejor respuesta fue MS suplementado con 1 mg L-1 de AIA utilizando
hojas cotiledoneas como explante. En cambio, para la induccién de véstagos el medio MS
suplementado con 4.5 mg L-1 BAP + 0.05 mg L-1 ANA + 0.1 mg L-1 GA3 generd la mayor

respuesta utilizando explantes de hipocotilos.

En el presente trabajo se evaluo la regeneracion de retofios de S. quitoense a partir de
tres tipos de tejidos: yemas apicales, hipocotilos y peciolos. Se cultivd yemas apicales en un
medio MS con un rango de 0.01- 0.2 mg L™ de ANA. También, se utilizaron dos tipos de
hipocotilos, rectos de 3 semanas de edad y curvos de 2 semanas de edad. Estos fueron
cultivados en MS con 0.01 mg L™ ANA, 0.1 mg L GA; y un rango de 4.0-6.0 mg L™ de
BAP. Para peciolos, se extrajeron tejidos de la parte superior e inferior de la planta y se los
colocé en un medio MS con 0.01-0.02 mg L™ ANA, 0.5-1.0 mg L™ GA3 y un rango entre 3.0-
5.0 mg L™ Se evalud el mejor medio de cultivo para cada tejido y la comparacién del
desempefio de regeneracion de estos para las variables niUmero y tamafio de brotes, como
también numero y tamafo de hojas. Finalmente, se analiz6 el porcentaje de sobrevivencia de

las plantulas obtenidas durante el proceso de aclimatacion.

2. Objetivos

2.1. Objetivo General

e Establecer un protocolo de cultivo in vitro utilizando yemas apicales, hipocotilos y
peciolos de S. quiotense que sirva de apoyo para la propagacion y mejoramiento de la

especie.

2.2. Objetivos especificos

e Determinar la mejor combinacion de hormonas vegetales para la regeneracion de brotes
de naranjilla para cada tipo de explante utilizado.

e Establecer el mejor tipo de explante para la regeneracién de brotes de naranjilla.

e Evaluar un protocolo eficiente de aclimatacion de plantulas de naranjilla.

3. Justificaciéon
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La naranjilla o lulo es considerada como una de las 35 especies de plantas tropicales
no industrializadas con un prometedor valor econémico para los agricultores (Dennis et al.,
1985). Sin embargo, tiene un gran numero de problemas agrondémicos, especialmente
relacionados con su alta susceptibilidad a infecciones de distintos tipos de parasitos que
atacan a la planta por diferentes vias (Sowell & Shiverly, 2012). El comercio y negocio de la
naranjilla dependen principalmente de las exportaciones del fruto hacia mercados
internacionales. Sin embargo, su aceptacion en dichos mercados esta limitada por su baja
productividad (incapacidad de solventar la demanda) y altos residuos quimicos provenientes
de pesticidas, fungicidas y herbicidas usados a causa de la alta vulnerabilidad de la planta
hacia diversas enfermedades (Andrade, 2004). Para tratar de solventar dicho problema, se ha
buscado realizar cruces interespecificos entre distintas variedades de S. quitoense con sus
parientes cercanos para generar plantas hibridas con un mejor desempefio (INIAP, 2000).
Como resultado se ha logrado obtener especimenes con un mayor rendimiento y que
presentan resistencia a un cierto grupo de patégenos (INIAP, 2003). No obstante, dichas
variedades no terminan de solventar todos los problemas presentes en la especie y en algunos
casos se han generado hibridos infértiles (Sowell & Shiverly, 2012). Por ende, el cruzamiento
interespecifico de variedades de naranjilla puede no resultar la mejor metodologia de
mejoramiento genético de la especie, debido a que en un estudio previo demostré que existe
reducida variabilidad genética en las poblaciones de S. quitoense y sus parientes andinos
(Torres et al, 2008). Por lo tanto, es necesario implementar nuevas y diferentes estrategias de
mejoramiento genético de la especie. Para lograr dicho propdsito, es importante establecer
protocolos eficientes de regeneracion in vitro de naranjilla que contribuyan, promuevan y
faciliten futuros estudios de mejoramiento genético, propagacion y conservacion de la
especie. Este trabajo describe diferentes alternativas para una regeneracion eficiente de brotes
de naranjilla in vitro a partir de tres tipos de tejidos bajo distintas concentraciones

hormonales.

4. Area de estudio

La presente investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del
Colegio de Ciencias Biologicas y Ambientales (COCIBA) de la Universidad San Francisco de
Quito (USFQ). Las semillas de naranjilla se las obtuvo de plantas crecidas en la Granja

Experimental Tumbaco del Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIAP).
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5. Materiales

5.1. Material vegetal

Semillas de naranjilla obtenidas del INIAP

5.2. Desinfeccion de semillas

Alcohol etilico 70%

Hipoclorito de sodio 2.5%

Tween-20

Vasos de precipitacion de 500 ml

Cajas Petri de vidrio

Agua destilada esterilizada

Cémara de flujo laminar (LABCONCO)

5.3. Germinacion de semillas in vitro

Cajas Petri de vidrio

Pinzas

Cémara de flujo laminar (LABCONCO)

Medio de cultivo Murashige & Skoog (MS) (Murashigne & Skoog, 1962)

5.4. Subcultivo

Plantulas de naranjilla de 30 dias de edad germinadas in vitro
Pinzas

Bisturi

Medio de cultivo MS (Murashigne & Skoog, 1962)

Cajas Petri estériles

Céamara de flujo laminar (LABCONCO)

5.5. Ensayos de organogénesis

Hojas, peciolos e hipocotilos provenientes de plantas de naranjilla subcultivadas in vitro,
30 dias de edad

Medios de cultivo MS (Murashigne & Skoog, 1962) con varias combinaciones
hormonales (0.1, 0.5y 1.0 mg L™ GA; + 0.0.1, 0.02, 0.05, 0.1, 0.15 y 2.0 mg L"ANA +
3.0,35,4.0,4.5,5.0,55y 6.0 mg L'BAP)

Cémara de flujo laminar (LABCONCO)

Pinzas

Bisturi

Cajas petri estériles

Alcohol 70%
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5.6. Ensayos de elongacién y enraizamiento de retofios

¢ Retofios de naranjilla obtenidos en la fase de organogénesis
e Medio de cultivo MS basal (Murashigne & Skoog, 1962)
e Cémara de flujo laminar (LABCONCO)

5.7. Aclimatacion de plantulas

e Macetas rectangulares
e Tierra autoclavada convencional
¢ Invernadero del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la USFQ

6. Metodologia

6.1. Material vegetal

Se obtuvo frutos maduros de naranjilla de la Granja Experimental del INIAP en
Tumbaco-Ecuador. De ellos se extrajo las semillas con el uso de una cuchara y un tamiz.
Luego las semillas fueron lavadas en agua corriente hasta eliminar completamente el
mucilago adherido a ellas. Finalmente, se las puso a secar sobre papel periddico a temperatura
ambiente por 2 dias.

6.2. Germinacion in vitro de semillas de naranjilla

Las semillas fueron desinfectadas dentro de una camara de flujo laminar con 70% de
etanol por tres minutos, seguido de hipoclorito de sodio al 2,5% mas Tween-20 por 20
minutos y cinco enjuagues con agua destilada esterilizada. Posteriormente, las semillas fueron
transferidas a un medio de cultivo basal Murashige & Skoog (MS) (Murashigne & Skoog,
1962) con 3% de sacarosa, pH 5.8. Se sembrd 15-20 semillas por frasco en un total de 10
frascos que contenian 50 mL de medio basal MS. Se las incubd en el cuarto de cultivo a 23 £

1°C con un fotoperiodo de 16 horas durante 30 dias.

6.3. Brotacion de yemas apicales

Las yemas apicales se obtuvieron de plantulas de naranjilla de dos meses de edad
germinadas in vitro. Las yemas fueron cortadas con un bisturi, dejando un medio centimetro
de tallo en la parte basal de la yema. Luego se las sembrd en cajas Petri de plastico

conteniendo 25 mL de medio de cultivo MS (Murashigne & Skoog, 1962) suplementado con
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3% de sacarosa y &cido 1-naftalenacético (ANA) en concentraciones de 0.01, 0.05, 0.1, 0.15y
0.2 mg L™ (Figura 1) y con un pH del medio de 5.8. Se colocaron 5 yemas por caja Petri, tres
cajas por tratamiento. Las yemas fueron incubadas durante 4 semanas a una temperatura de 23
+ 1°C y 16 horas de fotoperiodo. Los datos se tomaron a partir de los 30 dias de cultivo
respecto a nimero y tamafio de brotes y nimero y tamafio de hojas Este ensayo se realizé por
triplicado.

6.4. Regeneracion de brotes a partir de hipocotilos

Se obtuvieron segmentos de 1 cm de longitud de hipocotilos curvos y rectos a partir de
plantulas de naranjilla germinadas in vitro de dos y tres semanas de edad respectivamente. Se
coloco cinco segmentos de los dos tipos de hipocétilos en cajas petri de plastico conteniendo
25 mL de medio MS (Murashigne & Skoog, 1962) suplementado con 3% de sacarosa y
benziladenina (BAP) en concentraciones de 4.0, 4.5, 5.0, 55 y 6.0 mg L™, més 0.01 mg L™ de
4cido 1-naftalenacético (ANA) y 0.1 mg L™ de 4cido giberélico (GAs) (Figura 2). Se preparé
3 cajas por tratamiento. Posteriormente, se las incubé en un cuarto de cultivo a una
temperatura de 23 + 1°C con 16 horas de fotoperiodo. A los 30 dias de cultivo se midié el
nimero y tamafio de brotes y el nimero y tamafio de hojas. Este ensayo se realiz6 por

duplicado.

6.5. Regeneracion de brotes a partir de peciolos

Se obtuvieron segmentos de peciolos de aproximadamente 1 cm de longitud, de los
tercios superior e inferior de plantulas de naranjilla de dos meses de edad germinadas in vitro.
Se cultivd 5 segmentos de peciolo en cajas Petri de plastico conteniendo 25 ml de medio MS
(Murashigne & Skoog, 1962) suplementado con 3% de sacarosa y concentraciones de ANA
de 0.5y 1.0 mg L™, combinado con BAP en concentraciones de 3.5, 4.0, 45y50mg L'y
concentraciones de GA; de 0.5y 1.0 mg L™ (Figura 3). Se prepar6 3 cajas por tratamiento.
Posteriormente, se las incubd en un cuarto de cultivo a 23 + 1°C con 16 horas de fotoperiodo.
A los 30 dias de cultivo se midi6é el nUmero y tamafio de brotes y el nimero y tamafio de

hojas. Este ensayo se realizé por duplicado.

6.6. Elongacion y enraizamiento de brotes de naranjilla



27

Los brotes de naranjilla, obtenidos en los tres ensayos anteriores, se los individualizo
con pinzas y bisturi y luego se los transfirié a frascos de vidrio de 10 cm de didmetro,
conteniendo 50 mL de medio MS (Murashigne & Skoog, 1962) basal sin reguladores de
crecimiento, para su elongacion y enraizamiento. Se incubé en el cuarto de cultivo a 23 £ 1°C
con 16 horas de fotoperiodo hasta que las plantas desarrollaron raices y alcanzaron un tamafio

aproximado de 7 a 9 cm de longitud en un tiempo cercano a 4 semanas.

6.7. Aclimatacion de plantulas de naranjilla

Las plantulas de naranjilla enraizadas en medio MS (Murashigne & Skoog, 1962)
fueron extraidas del medio y sus raices lavadas con agua corriente para eliminar los restos del
agar. Luego fueron plantadas en macetas rectangulares, previamente desinfectadas con cloro y
jabdén y conteniendo tierra negra autoclavada convencional obtenida del Invernadero del
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la USFQ. Posteriormente se cubridé las macetas con
papel plastico transparente, para conservar la humedad, utilizando sorbetes de plastico como
soportes y cinta adhesiva masking para sellar completamente las macetas (Figura 4). Se
realizaron 3 orificios en la cubierta de pléstico cada tres dias durante un mes, luego de lo cual
se retiro el plastico completamente. Durante el ensayo se reg6 las macetas con agua dos veces
por semana. Se determind el porcentaje de supervivencia de las plantulas obtenidas a partir de

explantes de peciolos e hipocotilos durante 60 dias, donde se tom¢ datos cada 4 semanas.

6.8. Disefio experimental y analisis de datos

En el experimento de brotacion de yemas apicales, el Unico factor de disefio fue la
hormona ANA y sus niveles (concentraciones) fueron: 0.01, 0.05, 0.1, 0.15y 0.2 mg L™. En
este experimento se utilizaron 3 réplicas para cada nivel con 5 observaciones (explantes) por

réplica. El ensayo se dispuso en un disefio de bloques completos al azar.

Para el experimento de regeneracion de brotes a partir de hipocotilos, los factores
seleccionados fueron: 1. “tipo de hipocotilo”, 2. “concentracion de ANA (mg L%)”, 3.
“concentracion de GA; (mg L™)” y 4. “concentracién de BAP (mg L™)”. Los niveles para el
primer factor fueron hipocotilo recto y curvo; para el segundo factor: 0.01 mg L™ para el
tercero 0.1 mg L™; y para el cuarto: 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 mg L. Por tanto, correspondi6 a un
disefio experimental 2x1x1x5 dispuesto en un disefio de bloques completos al azar. En este

experimento se utilizaron 2 réplicas de cada nivel.
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Para el experimento de regeneracion de brotes a partir de peciolos, los factores fueron:
1. “Parte de la planta” (donde se obtuvieron los peciolos), 2. “Concentracién de ANA (mg L
1y 3. “Concentracién de GA; (mg L™)” y 4. “Concentracién de BAP (mg L™)”. Los niveles
para el primer factor fueron tercio superior y tercio inferior de la planta; para el segundo:
0.01, 0.02 y 0.03 ng/L; para el tercero 0.5y 1.0 mg/L; y para el cuarto: 3.0, 3.5, 4.0, 45y 5.0
mg/L. Por lo tanto, correspondid a un experimento factorial 2x3x2x3, dispuesto en un disefio

de bloques completos al azar. En este experimento se utilizaron 2 réplicas de cada nivel.

Para todos los experimentos, las variables de respuesta medidas fueron: numero y

tamarfio de brotes y numero y tamafio de hojas.

Los datos de todos los experimentos fueron sujetos a un andlisis de varianza
(ANOVA) utilizando un Modelo Lineal Generalizado con bloques y adicionalmente para
encontrar las diferencias estadisticamente significativasse realiz6 una prueba de comparacion
pareada de Tukey. Adicionalmente, se utilizd una prueba independiente para comparar las
medias entre los tres diferentes tejidos estudiados. Todos estos andlisis se realizaron
utilizando el software MiniTab 17 (Minitab 17 Statistical Software, 2010).

7. Resultados

7.1. Brotacion de yemas apicales

Se analizo el efecto de diferentes concentraciones de 4cido 1-naftelen acético (ANA)
sobre la brotacion de yemas apicales de naranjilla (Figura 1). Las variables medidas fueron
porcentaje de regeneracion de brotes, tamafio de brotes y nimero y tamafio de hojas a los 30
dias de iniciado el ensayo. En a la regeneracion de brotes, todas las yemas cultivadas
mostraron un 100% de regeneracion de brotes, independientemente de la concentracion de
ANA aplicada. Sin embargo, para el resto de variables, en un medio MS con 0.1 mg L™ ANA,
se obtuvieron tamafios promedio de brotes de 2,77 cm de longitud (p< 0,001), 7,2 hojas por

brote (p< 0,001) y hojas con un tamafio promedio de 0.86 cm (p=0.01) (Tabla 1; Tabla 2).

7.2. Regeneracion de brotes a partir de hipocotilos

En este ensayo se someti0 hipocotilos de 2 y 3 semanas (curvos Yy rectos,
respectivamente) a una dosis fija de ANA y GAz (0.01 mg L™ ANA + 0.1 mg L™ GA;

combinado con cinco diferentes concentraciones de BAP en medio basal MS con el objetivo
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de regenerar brotes de naranjilla (Figura 2). Las variables analizadas fueron nimero y tamafio
de brotes y nimero y tamafio de hojas.

Se encontré diferencias significativas en la respuesta de los hipocotilos rectos en
comparacion con los curvos a las combinaciones hormonales probadas, siendo los hipocotilos
rectos estadisticamente mejores en las variables niumero de brotes, con un promedio de 1.01
brote (p=0.001), y nimero de hojas, con una media de 2.22 hojas (p=0.001) (Tabla 3; Tabla
4).

La mayor regeneracion de brotes se observo en un medio suplementado con MS +
0.01 mg L™ ANA + 0.1 mg L™ GA3z + 5.5 mg/L de BAP con brotes de 0.39 cm de longitud en
promedio (p= 0.002) y 2.73 hojas por brote (p= 0.016) (Tabla 5; Tabla 6). En el caso de los
explantes curvos, las diferentes combinaciones hormonales probadas indujeron,

estadisticamente, una igual respuesta en las cuatro variables medidas (Tabla 6).

7.3.Regeneracion de brotes a partir de peciolos

En este ensayo se analiz6 el efecto de diferentes combinaciones de hormonas
vegetales (ANA, GA; y BAP) en la regeneracion de brotes a partir de peciolos ubicados en

los tercios superior e inferior de las plantulas de naranjilla (Figura 3).

Bajo un nivel de confianza del 95%, entre los dos tipos de peciolos estudiados, se
pudo determinar que los peciolos del tercio superior de la planta produjeron una mayor
regeneracion que los explantes provenientes del tercio inferior de la misma en las cuatro
variables estudiadas. Adicionalmente, los peciolos del tercio superior de la planta produjeron
en promedio 2.24 brotes de 0.42 cm de longitud y 5.03 hojas de 0.22 cm de largo (Tabla 7).
Adicionalmente, mediante el analisis de ANOVA, se detectd diferencias significativas en la
respuesta de los peciolos del tercio superior y del tercio inferior en todas las variables
evaluadas: numero de brotes (p=0.004), tamafio de brotes (p=0.001), nimero de hojas
(p=0.037) y tamafio de hojas (p=0.001) (Tabla 8).

También, para los peciolos del tercio superior de la planta, se observo que existen
diferencias significativas entre las combinaciones de hormonas para todas las variables
estudiadas. Para la variable “numero de brotes” (p< 0.001) (Tabla 9), la combinacion de 0.02
mg L ANA, més 1.0 mg L™ GA3y 3.5 mg L™ BAP produjo una mayor respuesta con una

media de 5.1 brotes por explante (Tabla 10). En cambio, para el resto de variables (tamafio de
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brotes y nimero y tamafio de hojas) (p=0.000) (Tabla 9), la combinacién de 0.02 mg L™
ANA, mas 1.0 mg L™ GA3 y 4.5 mg L™ BAP gener6 una mayor respuesta con brotes de 0.92
cm de longitud promedio, 12.65 hojas con 0.41 cm de longitud (Tabla 10; Figura 5). Con
respecto a los peciolos del tercio inferior de la planta, estos mostraron una menor capacidad
regenerativa comparado con los del tercio superior, por lo que no se les considerd dentro del
andlisis en este ensayo (Figura 5).

En cuanto al analisis factorial, se pudo observar que entre los factores BAP, GAg3,
ANA vy parte de la planta (con sus respectivos niveles), Gnicamente la variable “nimero de
brotes” resulté ser estadisticamente significativa para un segundo orden de interaccion
(p=0.041) (Tabla 11; Tabla 12). Por otro lado, las variables “tamafio de brotes” (p=0.012),
“numero de hojas” (p= 0.000) y “tamafio de hojas” (p=0.000) (Tabla 11) mostraron un
comportamiento linear o de primer orden, sin ninguna interaccion entre sus factores (Tabla
12).

Bajo un nivel de confianza del 95%, la Unica interaccion estadisticamente significativa
para la variable “numero de brotes” resultd ser entre los factores “BAP” con “GA3” (p=0.018)
y “GA3” con “ANA” (p=0.017) (Tabla 12). Por lo tanto, las concentraciones éptimas para
cada interaccién se presentan al combinar 1.0 mg L GA; + 3.0 mg L' BAPy10mg L G
Az +0.02 mg L™t ANA (Figura 6).

En contraste, para los resultados de primer orden o aquellas variables donde no se
presentd una interaccion de segundo orden o superior, solo se puede evaluar la contribucién
de los efectos principales o, en otras palabras, el efecto individual de cada hormona por
separado. Bajo un nivel de confianza del 95%, tanto para la variable “tamafio de brotes” como
para “tamafio de hojas”, el Unico factor que generdé cambios estadisticamente significativos
fue “ANA” (p=0.001 y p< 0.001 respectivamente) (Tabla 12). Estas dos variables mostraron
un incremento de regeneracién al momento de utilizar una concentracién de 0.02 mg L™
(Figura 7 y Figura 8). La influencia de las hormonas BAP y GA3; no fue considerada dentro
del analisis, debido a que su influencia no es estadisticamente significativa para las dos
variables mencionadas anteriormente (Tabla 12). Para la variable “nimero de hojas”, las
hormonas “BAP”, “GA3” y “ANA” mostraron ser estadisticamente significativas de manera
independiente y no en combinacidn, por lo que su efecto regenerativo se incrementd al utilizar
concentraciones de 3.0 mg L BAP, 1.0 mg L GA3y 0.02 mg L™*ANA (Figura 9).
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7.4. Comparacién del desempefio entre explantes estudiados

Mediante una prueba-t independiente, se pudo evaluar las diferencias entre las medias
totales de las combinaciones hormonales en cada uno de los tres explantes estudiados: yemas
apicales, hipocotilos y peciolos. Por lo tanto, bajo un nivel de confianza del 95% se observd
que el explante con mayor efecto para las variables numero de brotes y hojas fueron peciolos,
mientras que para la variable tamafio de brotes y hojas fueron las yemas apicales (Tabla 13;
Figura 10).

7.5. Elongacion y enraizamiento de brotes

Todos los brotes que fueron transferidos a frascos con medio basal MS con 3% de
sacarosa mostraron la formacion de raices y una elongacion igual o superior a los 7 cm de
longitud después de un periodo de 30 dias bajo condiciones de 16 horas de fotoperiodo a

temperatura ambiente.

7.6. Aclimatacion de plantas

La eficiencia de aclimatacion de los brotes in vitro a tierra, se evalu6 calculando el
porcentaje de supervivencia de plantulas de naranjilla obtenidas Gnicamente a partir de
hipocotilos y peciolos. Los brotes de yemas apicales se excluyeron para este analisis. Las
plantas provenientes de peciolos tuvieron 97% de supervivencia en tierra. Las plantulas
provenientes de explantes del tercio inferior de la planta, resultaron significativamente
mejores a los del tercio superior de la misma (Tabla 14). Para plantas provenientes de
explantes de hipocotilos, no se evidencié diferencias significativas entre las plantulas que
provenian de hipocotilos curvos y rectos, ya que se obtuvo un 100% de supervivencias de
plantas para todas las combinaciones de hormonas, excepto para la combinaciéon de 0.1 mg L
1 ANA +0.01 mg L™ GA3; + 4.0 mg L™ BAP, donde se obtuvo un porcentaje del 60% (Tabla
15).

8. Discusion

8.1. Brotacion a partir de yemas apicales

Para este experimento, se utilizé la parte apical de la planta como tejido para la

brotacion de nuevos retofios. Se definio el explante de yema apical como la constitucion de un
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pequefio segmento de tallo, pocos primordios foliares y el meristemo apical intacto
(Hawkings-Smith y Murashige, 1970) -cabe recalcar que no se incluyeron meristemos
axilares en este ensayo-. La seleccion de yemas apicales como explante inicial para
regeneracion de retofios, se basa en que éstas generalmente se utilizan para la
micropropagacioén clonal de plantulas, ya que se lo puede realizar de manera fécil y répida, en
comparacion con otros tejidos vegetales (Nehra y Kartha, 1994). Por otro lado, la seleccion de
ANA como el unico regulador de crecimiento en este ensayo, se debe a que en estudios
previos del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la USFQ se determind que el uso
exclusivo de la auxina ANA tiene un efecto positivo para el crecimiento de brotes
provenientes de meristemos apicales como explantes iniciales. Sustentando lo anterior, en un
estudio se menciona que el meristemo apical podria no ser una fuente productora propia de
auxinas, por lo que la adicion de auxinas exogenas podria ser un elemento clave para
fomentar su desarrollo y crecimiento (Hawkins-Smith y Murashige, 1970). Este fenédmeno
esta basado en que las auxinas se encuentran directamente relacionadas con la regulacion del
crecimiento y elongacion en las plantas (Velasquez et al., 2016). Por lo tanto, el propdsito de
utilizar solamente ANA en un medio de cultivo es buscar inducir la regeneracion directa de
un brote por la accion de la yema apical como principal protagonista -al promover el
crecimiento del meristemo apical- y sin la necesidad del crecimiento de brotes adventicios.
Adicionalmente, la no adicién de citoquininas exdgenas en este ensayo se debe a que se ha
reportado que estas pueden generar un efecto inhibitorio en el desarrollo normal de la yema
apical en una planta completa. Esto, debido a que el meristemo podria suplir con cantidades
adecuadas de citoquininas endogenas a los tejidos adyacentes o simplemente no los requiere
como reguladores de crecimiento (Hawkins-Smith y Murashige, 1970). Por ello, es necesario
buscar alternativas para regenerar de manera sencilla brotes que adquieran un tamafo
significativo para su micropropagacion, por lo que cultivar explantes de yemas apicales con la

hormona ANA resultarian una combinacion candidata para lograrlo.

Para la micropropagacion de S. quitoense y sus parientes cercanos a partir de yemas
apicales, estudios previos han optado como técnica preferente la via organogénesis indirecta.
Por ejemplo, Te-chato (1988) reportd que para promover la elongacion de brotes adventicios
a partir de tejidos con meristemos apicales provenientes de plantas de S. quitoense,, es
necesario una combinacion entre los reguladores de crecimiento ANA y BA, obteniendo

plantas de hasta 5 mm en concentraciones de 0.01 mg L™ y 0.1-1.0 mg L™ respectivamente.
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En otro estudio, se evaluo la regeneracion de yemas apicales de S. sessiliflorum en un medio
MS con 0.01-0.1 mg L™ AIA y 20 mg L™ KIN, generando brotes adventicios con un tamafio
no superior a los 5mm (Schuelter et al., 2009). Sin embargo, estos Gltimos autores resaltan la
necesidad de explorar otras alternativas de regeneracion de brotes que generen plantulas con

mayor tamafo para facilitar la micropropagacion de las mismas.

Adicionalmente, no se han reportado publicaciones donde muestren metodologias de
micropropagacion directa de S. quitoense y sus parientes cercanos a partir de explantes de
yemas apicales. Por otro lado, en S. tuberosum, se ha reportado que la micropropagacion
directa de la planta es altamente recomendable para una propagacion clonal rapida y eficiente
de plantas viables que sirvan para la conservacion del germoplasma y futuros ensayos de
transformacion genética (Vinterhalter et al., 2008). Quraishi et al. (1994), mediante cultivo de
segmentos apicales en S. tuberosum, obtuvo hasta un 70% de regeneracion de brotes con
aproximadamente 6 nodos en un medio MS suplementado con 50 mg L™ de GAs. En
contraste, con los resultados obtenidos en este trabajo, se muestra que al colocar explantes de
yemas apicales de plantas de S. quitoense en un medio MS suplementado con 0.1 mg L™
ANA se obtuvo 100% de regeneracion de brotes con tamafio promedio de 2.77 cm de
longitud después de un mes en dicho medio (Tabla 1). Adicionalmente, esta misma
concentracion probada fue estadisticamente superior en todas las variables analizadas (Tabla
2). Esto podria mostrar que, para brotacion plantas de naranjillas a partir de yemas apicales, la
elongacion de brotes se puede lograr de manera efectiva utilizando ANA como Unico

regulador de crecimiento.

8.2. Regeneracion de brotes a partir de hipocotilos

En cuanto a los resultados obtenidos en este ensayo, la mejor respuesta para a la
regeneracion de brotes, se obtuvo en los hipocotilos rectos de 3 semanas de edad, comparado
a los hipocotilos curvos de 2 semanas de edad para las variables tamafio de brotes y nimero
de hojas. Este fenOmeno puede estar asociado con la carga y balance hormonal enddgena de
estos tejidos (Grattapaglia & Machado, 1998; Schuelter et al., 2009).

Adicionalmente, la contribucién de las hormonas ANA y GA; en este estudio no se
pudo evaluar dado que todos los tratamientos incluyeron la misma concentracion de estos

reguladores (0.01 mg L™ y 1 mg L™ respectivamente). Sin embargo, un estudio exploratorio
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previo del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la universidad mostré que estas dos
concentraciones son las mejores para la regeneracion de brotes dentro de las cuatro variables
evaluadas. Ademas, la necesidad de incluir una auxina radica en que estas pueden estar
directamente relacionadas con la elongacion de brotes (Velasquez et al., 2016), mientras la
adicion de la hormona GA; puede favorecer el crecimiento de brotes, ya que, tal como lo
indican Hendrix et al. (1987), puede estar principalmente relacionada con el tamafio de los

brotes pues induce elongacion de los entrenudos, justificando su uso dentro del ensayo.

Los resultados de este ensayo difieren a los obtenidos en experimentos realizados por
Schuelter et al. (2009) y Te-chato (1988), quienes utilizan diferentes balances hormonales de
KIN con AIA y BAP con ANA respectivamente, reportan aproximadamente 3 y 2 brotes por
explante correspondientemente, mientras que el promedio obtenido en este estudio fue de 1.3
brotes. En un estudio realizado por Saglam (2010), se muestra que la combinacion entre
diferentes concentraciones de los reguladores de crecimiento BAP con ANA en explantes de
cotiledones de la planta Onobrychis sativa, genera una disminucion significativa en la
regeneracion de brotes por explante comparado con el desempefio de la adicién solamente de
citoguina en un medio MS. También, en un estudio ejecutado por Kumlay y Ercisli (2015) en
papas (Solanum tuberosum) demuestran que la adicion de ANA a un medio MS con
citoquinas, genera una disminucién significativa en la regeneracion de brotes, mientras que
solo la combinacion de las hormonas BAP con GA; genera un aumento notorio en la
produccién de nuevos retofios. Complementando lo anterior, un trabajo realizado por Singh et
al. (2014) muestra que, para explantes de hipocotilos en plantas de Psophocarpus
tetragonolobus, la combinacién entre los reguladores BAP con ANA genera un menor
namero de brotes por explante que utilizando una combinacion con IAA. Todo esto indica
que probablemente combinar BAP con ANA no sea una estrategia eficiente para regenerar
nuevos retofios a partir de explantes de hipocotilos en ciertas especies, por lo cual se sugiere
explorar otras alternativas hormonales si se busca una mayor regeneracion de brotes

adventicios en S. quitoense.

8.3. Regeneracion de brotes a partir de peciolos

En este ensayo, igual que en el caso anterior, todas las combinaciones de hormonas
probadas indujeron la regeneracion de retofios a partir de peciolos tanto del tercio superior

como inferior de las plantulas de naranjilla germinadas in vitro. Sin embargo, las mejores
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respuestas se observaron para los peciolos del tercio superior de la planta. Asi, en las
variables nimero de brotes y tamafio de los brotes, las mejores combinaciones hormonales
fueron 0.02 mg L* ANA + 1 mg L™ GA3 + 3.5y 4.5 mg L™ de BAP respectivamente, donde
se obtuvo hasta 5 brotes por explante (Tabla 10). Hendrix et al. (1987) demostraron que, al
utilizar segmentos de hoja, la mejor respuesta para una regeneracion de brotes adventicios se
obtuvo en un medio MS suplementado con 23 mg L™ de KIN + 0.57 mg L™ de IAA en
plantas de S. quitoense. Por otro lado, Schuelter et al. (2009) mencionan que para explantes
de peciolos, la respuesta mas alta en cuestion de regeneracion de brotes se obtuvo en un
medio MS con 0.01 mg L IAA + 20 mg L™ de KIN, donde se obtuvo 1.5 brotes por
explante. En contraste, en este trabajo se pudo evidenciar que al incluir bajas concentraciones
de citoquinina (BAP) y auxina (ANA) en combinacion con GAj; se puede lograr una

regeneracion significativa de retofios.

Adicionalmente, mediante un andlisis de interacciones entre factores, se pudo
evidenciar el efecto al combinar los reguladores de crecimiento entre si para las cuatro
variables estudiadas. Para la variable “nimero de brotes”, se puede inferir que la adicion de
una tercera hormona como GAj3; puede potenciar la regeneracién de un mayor ndmero de
brotes por explante. Esto se explica, debido a que el regulador de crecimiento GA3 interactla
directamente con las hormonas BAP y ANA, mientras que estas dos ultimas, al no interactuar
entre si, no generan cambios significativos entre ellas al momento de combinarlas. De manera
especifica, se puede decir que la mayor regeneracién se da en concentraciones de 0.02 mg L™
ANA + 1.0 mg L GA; y 3.0 mg L™ BAP + 1.0 mg L™ GA; (Figura 6). Esto es un evento
esperado, debido a que se conoce que las giberelinas estan implicadas en varios procesos de
desarrollo y crecimiento de la planta (Khalloufi et al., 2017). También, este resultado
concuerda con lo mencionado por Jarret et al. (1980), donde muestra que GAgz es un elemento
critico para la regeneracion y desarrollo de retofios en plantas de S. tuberosum cultivadas en
un medio MS. Por otro lado, la poca interaccion entre BAP y ANA estd reportada
previamente en el trabajo de Veldsquez et al (2016), donde se observa que estas dos
hormonas en conjunto generan un efecto reducido en la regeneracién de brotes, por lo que
puede explicar por qué estas interaccionan Unicamente con la hormona giberelina de manera
independiente. Ademas, este estudio concuerda con el de Salem y Hassanein (2017), donde se
evidencia que al usar un medio MS suplementado con una concentracion de BAP maés alta

gue GA;3, se favorece la regeneracion de varios brotes en explantes de hojas de S. tuberosum.
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Sin embargo, también difiere con el trabajo de Li et al. (2008), donde relacionan la
interaccion entre auxina-giberelina con el control del crecimiento basal de la planta, donde
GA; aumenta la actividad de la auxina en la parte basal del meristemo apical. De la misma
manera, Ross et al. (2002), en plantas de pera (Pisum sativum) y tabaco (Nicotiana tabacum),
menciona que, dentro del crecimiento de la planta, la presencia de auxina incrementa el nivel
de giberelinas bioactivas y que, a su vez, estas dos hormonas tienen una relacion directa en el

crecimiento apical y elongacion de los internudos

Para la variable de “numero de hojas”, a diferencia de las otras tres variables
analizadas, las tres hormonas utilizadas presentaron diferencias significativas de manera
independiente, esto quiere decir que no interactuaron entre si, por lo que solo se evalla su
efecto por separado. Este fendmeno puede estar explicado, debido a que, segun Fambrini y
Pugliesi (2013), el origen de desarrollo de las hojas esta dividido en dos fases del desarrollo
morfologico, donde la primera depende significativamente de la division celular y la segunda
del desarrollo de una correcta diferenciacion de células especializadas. En si, las citoquinas
actuan dentro de este proceso al promover la identidad de las células meristematicas, mientras
que las auxinas y giberelinas son necesarias para la division celular y elongacién de los
Organos vegetativos. Por ende, estas tres hormonas son elementales para dar origen a las hojas
y, a su vez, se manifiestan en distintas etapas del desarrollo del 6rgano vegetativo.
Finalmente, para las variables “tamafio de brotes y hojas”, la Gnica hormona que tiene una
significancia estadistica es ANA. Esto tiene sentido, debido a que, como se discutio
anteriormente, la hormona ANA tiene un importante rol en el crecimiento apical y
meristematico de la planta, como también en la elongacién de ésta (Clifford, 1997; Cline,
1994; Eshel & Teper-Bamnolker, 2012).

8.4. Comparacion del desempefio entre explantes

Mediante un analisis de comparacién de medias por una prueba-T, se pudo comparar
el desempefio de los tres explantes utilizados en los medios con hormonas, con respecto a la
regeneracion de brotes. Con los resultados obtenidos, los peciolos resultaron superiores a los
explantes de yemas apicales e hipocotilos para las variables “nimero de brotes y hojas”,
mientras que las yemas apicales resultaron ser superiores para las variables “tamafio de brotes
y hojas”. Los hipocotilos se resultaron inferiores en todas las variables evaluadas. Como se

discutio anteriormente, la adicion de GAj en el cultivo de peciolos, pudo haber sido un
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elemento clave para potenciar la regeneracion de nuevos brotes y el incremento del nimero de
hojas (Khalloufi et al., 2017; Salem y Hassanein, 2017). De la misma manera, para yemas
apicales, al mantener el meristemo apical intacto y con la adicion de la auxina como Unico
regulador de crecimiento, se promovio la elongacion y aumento de tamafio de la planta
(Velasquez et al., 2016; Cline, 1994). Por otro lado, el bajo desempefio de regeneracion de
brotes por parte de los hipocotilos pudo darse por una interaccién pobre o efecto reducido
entre las hormonas BAP y ANA, influyendo directamente en el desarrollo y tamafio de los
brotes (Saglam, 2010; Singh et al., 2014). Este estudio muestra que para regenerar un mayor
namero de brotes se deberia utilizar peciolos, mientras que, para obtener brotes y hojas con

mayor tamafo, se deberia utilizar yemas apicales.
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9. Conclusiones

e Dentro del ensayo de yemas apicales, el mejor medio para las variables tamafio de
brotes, como también niimero y tamafio de hojas fue MS suplementado con 0.1 mg L™
ANA con promedios de brotes de 2.77 cm y 7.2 hojas con 0.86 cm de longitud.

e En el ensayo de hipocotilos, los hipocotilos rectos (3 semanas de edad) fueron
estadisticamente superiores a los hipocotilos curvos (2 semanas de edad) dentro de las
cuatro variables estudiadas. También, el medio MS suplementado con 0.01 mg L™
ANA + 0.1 mg L? GA; + 5.5 mg L™ BAP produjo una mayor regeneracion en las
variables tamafio de brotes y tamafio de hojas con promedios de 0.39 cm y 2.73

respectivamente.

e Para el ensayo de peciolos, aquellos que provienen del tercio superior de la planta,
mostraron una mayor capacidad regenerativa que los del tercio inferior. También, el
medio MS suplementado 0.02 mg L™ ANA + 1.0 mg L™ GA;3 + 3.5 mg L™ BAP fue
estadisticamente superior en la variable nimero de brotes con 5.1 brotes por explante ,
mientras que el medio MS suplementado con 0.02 mg L* ANA + 1.0 mg L™ GA; +
45 mg L BAP tuvo un mayor efecto en el resto de variables evaluadas con

promedios de 0.92 cm, 12.65 hojas con 0.41 cm.

e En explantes de peciolos, GA3 cumple un rol importante dentro de la regeneracion de
nuevos retofios al interactuar con ANA y BAP, mientras que ANA por si sola cumple

un papel significativo en el tamafio de brotes y hojas.

e Dentro de este estudio, los peciolos pueden generar un mayor nimero de brotes y de
hojas, mientras que las yemas apicales promueven la regeneracion de brotes y hojas

con mayor tamafio.
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10. Recomendaciones

Para futuros ensayos de regeneracion in vitro de plantas, se recomienda utilizar
explantes provenientes de plantas propagadas clonalmente, mas no de aquellas propagadas

por semillas, para estandarizar la respuesta a las hormonas y disminuir el efecto del genotipo.

También, es importante implementar disefios experimentales donde se incluya la
interaccion de factores, con el objetivo de poder evidenciar y estudiar el efecto solitario o en

conjunto de las hormonas con respecto a cada explante utilizado.

Es necesario explorar distintas combinaciones de otros reguladores de crecimiento a
los utilizados en este estudio para analizar si el efecto de éstos incrementa 0 mejora la

regeneracion de nuevos retofios.

Dentro de ensayos de hipocotilos, es necesario ampliar los gradientes de
concentracion de cada hormona (en el caso de ANA y GAj3) con el propdsito de mejorar e

incrementar la regeneracion de brotes.
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12. Tablas

Tabla 1: Efecto de diferentes concentraciones de ANA en la brotacion de yemas
apicales de naranjilla bajo los parametros analizados.

Medio de NUmero de Tamafio de NUumero de Tamaifio de
. brotes . )
cultivo brotes (cm) hojas hojas (cm)

Concentracién

de ANA (mg/L) Porcentaje Promedio  Promedio  Promedio

0.01 100 % 1.19b 5.12 b 0.74 ab
0.05 100 % 1.55b 4,73 b 0.59 bc
0.1 100 % 2.77 a 7.20 a 0.86 a
0.15 100 % 1.50b 4.67b 0.69 abc
0.2 100 % 1.29b 4.27 b 0.53¢c

Las mismas letras dentro de una columna no difieren estadisticamente entre ellas bajo un nivel de confianza del
95% mediante la prueba de Tukey

Tabla 2:. Valores de significancia P producto del analisis de varianza para el
experimento de crecimiento de brotes a partir de explantes de yemas apicales

Variable Valor P
Tamafo de 0.000
brotes
Numgro de 0.000
hojas
Tama_no de 0.001
hojas

Los resultados obtenidos se realizaron bajo una prueba ANOVA con un nivel de confianza del 95%

Tabla 3: Efecto de la edad de los hipocotilos en la regeneracién de plantas de
naranjilla en los cuatro parametros analizados.

NUmero de Tamafio de NUOmerode Tamafo de

hEidsgo(':cjﬁ:) brotes brotes (cm) hojas hojas (cm)
P Promedio Promedio Promedio Promedio

G S'Ererf;ﬁas) 1.01a 0.25 222a 0.20
Curvo 0.57 b 0.23 1.32 b 0.18

(2 semanas)
Las mismas letras dentro de una columna no difieren estadisticamente entre ellas bajo un nivel
de confianza del 95% mediante la prueba de Tukey.




Tabla 4: Resultados del analisis de varianza
hipocotilos rectos y curvos.

entre la comparacion de explantes de

Explantes de Hipocotilos

Variable

Valor-P

Numero de brotes
Tamafio de brotes
Numero de hojas
Tamario de hojas

0.001
0.750
0.001
0.489

Los resultados obtenidos se realizaron bajo una prueba ANOVA con un nivel de confianza del 95%
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Tabla 5: Efecto de diferentes combinaciones de hormonas ANA, GA3 y BAP bajo los
parametros analizados mediante explantes de hipocotilos.

HIPOCOTILOS CURVOS

Medio de Numero de Tamafio de Numero de Tamafo de
cultivo brotes brotes (cm) hojas hojas (cm)
Concentracion
de ANA, GAg;, Promedio Promedio Promedio Promedio
BAP (mg/L)
0.01+0.1+4.0 0.70 0.17 1.01 0.16
0.01+0.1+4.5 0.35 0.14 0.90 0.10
0.01+0.1+5.0 0.60 0.37 1.80 0.18
0.01+0.145.5 0.70 0.22 1.40 0.25
0.01+0.1+6.0 0.50 0.26 1.50 0.19
HIPOCOTILOS RECTOS

Medio de Numero de Tamafio de NuUmero de Tamafo de

cultivo brotes brotes (cm) hojas hojas (cm)
Concentracion
de ANA, GA;, Promedio Promedio Promedio Promedio
BAP (mg/L)
0.01+0.1+4.0 0.90 0.23 ab 2.35 ab 0.22
0.01+0.1+4.5 0.55 0.12 b 1.03 b 0.12
0.01+0.1+5.0 1.10 0.23 ab 2.15 ab 0.22
0.01+0.1+5.5 1.20 0.39 a 2.73 a 0.23
0.01+0.1+6.0 1.30 0.28 ab 2.83 a 0.22

Las mismas letras dentro de una columna no difieren estadisticamente entre ellas bajo un nivel de confianza del

95% mediante la prueba de Tukey.
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Tabla 6: Resultados del andlisis de varianza para las diferentes combinaciones
hormonales del experimento de regeneracion de brotes a partir de explantes de hipocotilos

rectos y curvos.

Hipocotilos Rectos

Variable Valor-P
Numero de brotes 0.180
Tamafio de brotes 0.002
Numero de hojas 0.016
Tamario de hojas 0.115

Hipocotilos Curvos

Variable Valor-P
Numero de brotes 0.285
Tamarfio de brotes 0.580

NUmero de hojas 0.471
Tamario de hojas 0.618

Los resultados obtenidos se realizaron bajo una prueba ANOVA con un nivel de confianza del 95%

Tabla 7: Efecto del origen de los peciolos, en relacion a su ubicacion en el tercio
superior o inferior de la plantula, en la regeneracion de plantas de naranjilla en los cuatro

parametros analizados.

Parte de Numero de Tamafo de Nl]me_ro de Tamaﬁo de
la planta brotes. brotes (c_m) hOJas_ hojas (cr_n)
Promedio Promedio Promedio Promedio
Superior 2.24 a 0.42 a 5.03 a 0.22 a
Inferior 1.77 b 0.32 b 3.73 b 0.18 b

Las mismas letras dentro de una columna no difieren estadisticamente entre ellas bajo un nivel de confianza del
95% mediante la prueba de Tukey.

Tabla 8: Resultados del analisis de varianza entre la comparacion de explantes de
peciolos del tercio superior e inferior de la planta.

Explantes de Peciolos

Variable Valor-P

Numero de brotes | 0.004
Tamario de brotes | 0.001
Numero de hojas 0.037
Tamario de hojas 0.001

Los resultados obtenidos se realizaron bajo una prueba ANOVA con un nivel de

confianza del 95%
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Tabla 9: Resultados del analisis de varianza del experimento de regeneracion de
brotes a partir de explantes de peciolos del tercio superior e inferior de la planta.

Tercio Superior

Variable Valor P
Numero de brotes 0.000
Tamaiio de brotes 0.000
NUmero de hojas 0.000
Tamario de hojas 0.000

Los resultados obtenidos se realizaron bajo una prueba ANOVA con un nivel de confianza del 95%
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Tabla 10: Efecto de diferentes combinaciones de hormonas ANA, GA3 y BAP bajo
los parametros analizados mediante explantes de peciolos del tercio superior de la planta

TERCIO SUPERIOR

Medio de Numero de Tamarnio de Numero de Tamafio de
Cultivo brotes brotes (cm) hojas hojas (cm)

Concentraci6

rédAiAél\xI; Promedio Promedio Promedio Promedio

(mg/L)

0.01+0.5+3.0 2.05 cdef 0.32 bcd 3.10 defg 0.18 abcd
0.01+0.5+3.5 1.90 cdef 0.43 abcd 2.88 defg 0.28 abcd
0.01+0.5+4.0 1.60 cdef 0.24 bcd 1.40 fg 0.15 bcd
0.01+0.5+4.5 1.75 cdef 0.22 bcd 2.15 efg 0.13 cd
0.01+0.5+5.0 1.25 def 0.36 bcd 1.45fg 0.14 cd
0.01+1.0+3.0 4.90 ab 0.59 abcd 9.85 abc 0.27 abcd
0.01+1.0+3.5 2.85 bcde 0.58 abcd 4.00 cdefg 0.26 abcd
0.01+1.0+4.0 2.10 cdef 0.66 abc 5.20 cdefg 0.31 abc
0.01+1.0+4.5 0.50 f 0.13d 0.70 g 0.07d
0.01+1.0+5.0 1.55 cdef 0.42 bcd 3.40 defg 0.22 abcd
0.02+0.5+3.0 1.25 def 0.48 abcd 2.65 efg 0.25 abcd
0.02+0.5+3.5 1.65 cdef 0.52 abcd 5.20 cdefg 0.29 abcd
0.02+0.5+4.0 2.20 cdef 0.55 abcd 7.75 abcde 0.37 ab
0.02+0.5+4.5 3.35 abcd 0.44 abcd 7.30 abcdef 0.26 abcd
0.02+0.5+5.0 1.70 cdef 0.29 bcd 4.15 cdefg 0.22 abcd
0.02+1.0+3.0 3.65 abc 0.35 bcd 7.50 abcdef 0.19 abcd
0.02+1.0+3.5 5.10 a* 0.62 abcd 12.15 ab 0.33 abc
0.02+1.0+4.0 2.65 cdef 0.35 bcd 8.90 abcd 0.24 abcd
0.02+1.0+4.5 5.05 ab 0.92 a* 12.65 a* 0.41 a*
0.02+1.0+5.0 2.30 cdef 0.68 ab 6.20 bcdefg 0.37 ab
0.03+0.5+3.0 2.65 cdef 0.45 abcd 7.20 abcdef 0.22 abcd
0.03+0.5+3.5 1.60 cdef 0.17 cd 3.50 defg 0.14 cd
0.03+0.5+4.0 1.70 cdef 0.18 cd 3.35 defg 0.16 bcd
0.03+0.5+4.5 3.15 abcd 0.65 abc 7.80 abcde 0.29 abcd
0.03+0.5+5.0 1.65 cdef 0.58 abcd 4.15 cdefg 0.26 abcd
0.03+1.0+3.0 1.80 cdef 0.19 bcd 4.60 cdefg 0.18 bcd
0.03+1.0+3.5 1.85 cdef 0.23 bcd 3.20 defg 0.12 cd
0.03+1.0+4.0 1.15 def 0.48 abcd 2.80 defg 0.21 abcd
0.03+1.0+4.5 0.85 ef 0.25 bcd 2.45 efg 0.07d
0.03+1.0+5.0 1.55 cdef 0.28 bcd 3.25 defg 0.12 cd

Las mismas letras dentro de una columna no difieren estadisticamente entre ellas bajo un nivel de confianza del
95% mediante la prueba de Tukey. * indica la mejor respuesta de cada tratamiento
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Tabla 11: Resultados del andlisis de varianza para la interaccion entre las diferentes
hormonas con respecto a la parte de la planta de explantes de peciolos para las cuatro
variables estudiadas producto del disefio estadistico factorial general.

Interaccion Hormonal entre Explantes de Peciolos

Variable Valor P
NUmero de brotes 0.041
Tamafo de brotes 0.012
NUmero de hojas 0.000
Tamario de hojas 0.000

Los resultados obtenidos se realizaron bajo disefio factorial con un nivel de confianza del 95%.

Tabla 12: Resultados del analisis de varianza para las distintas interacciones
resultantes de un disefio factorial para las variables nimero y tamafio de brotes y nimero y
tamario de hojas.

Interaccion Hormonal entre Explantes de Peciolos

Variable Tipo d_e, Interaccion Valor P
Interaccion

, Segundo BAP * GA3 0.018
Ntmero de brotes orden ANA * GA, 0.017
Tamarfio de brotes Linear ANA 0.001
BAP 0.023

Numero de hojas Linear GA; 0.018
ANA 0.004

Tamafio de hojas Linear ANA 0.000

Los resultados obtenidos se realizaron bajo disefio factorial con un nivel de confianza del 95%.

Tabla 13: Diferencias entre el desempefio global de todas las combinaciones
hormonales de cada tipo de explante de naranjilla utilizadas bajo los cuatro pardmetros
analizados.

Tipo de Numero de Tamarnio de Numero de Tamafo de
explante brotes brotes (cm) hojas hojas (cm)
Promedio Promedio Promedio Promedio

Yemas apicales 10 2.28+0.84° 6.99+0.35 0.86+0.001"
Peciolos 5.25+1.74° 0.94+0.27% 12.92+2.80° 0.42+0.12°
Hipocotilos 1.20+0.74 0.39+0.12% 2.73+0.69° 0.23+0.07¢

Las letras distintas dentro de una misma columna difieren estadisticamente bajo un nivel de confianza del 95%,
mediante un analisis diferencias de medias (prueba pareada T).
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Tabla 14: Comparacion del porcentaje de supervivencia de plantas de Naranjilla de
explantes de peciolo de hojas del tercio superior e inferior de la planta.

Porcentaje de
supervivencia de brotes (%o)
Tercio Superior 83b
Tercio Inferior 97 a

Las diferentes letras minGsculas dentro de una misma columna difieren estadisticamente entre ellas bajo un nivel
de confianza del 95% mediante la prueba de Tukey

Parte de la planta

Tabla 15: Tabla comparativa del porcentaje de supervivencia de plantas de naranjilla
en aclimatacién por combinacion de hormonas entre explantes de hipocotilos curvos y rectos

Combinacion Hipocotilos Rectos Hipocotilos Curvos
de hormonas Porcentaje de Porcentaje de
(ANA, GA;, supervivencia de supervivencia de
BAP) plantas (%) plantas (%)
0.01+0.1+4.0 100 60
0.01+0.1+4.5 100 100
0.01+0.1+5.0 100 100
0.01+0.1+5.5 100 100

0.01+0.1+6.0 100 100
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13. Figuras

Comcenaciones
hormaonales de ANA

M Easal
Mineral —e| 0.01 mg/L
—  0.05 mg/L

Medio
MS » 0.1 mg/L
— 0,15 mg/L
0.2 mg/L

Figura 1: Disefio de los experimentos para el ensayo de brotacion de yemas apicales,
se indica el medio utilizado con las diferentes concentraciones de la auxina ANA.

Concentraciones
hormonales de BAP

Tipo de
Hipocotilo

Medio Basal
Mineral

Concentracion
hormonal de ANA

Concentracién
hormonal de GA3

Hipocotilo
Curvo

Hipocotilo
Recto

Medio
MS

0.01 mg/L

0.1 mg/L

4.0 mg/L

4.5 mg/L

5.0 mg/L

5.5 mg/L

6.0 ma/L

Figura 2: Disefio de los los ensayos con explantes de hipocotilos de dos y tres
semanas (curvo y recto respectivamente), se indica los medios utilizados con las diferentes

concentraciones de las hormonas ANA, GAz; y BAP.

Parte de la
planta

Medio Basal
Mineral

Concentraciones

hormonales de ANA

Parte
Superior

Parte
Inferior

Medio
MS

Concentraciones
hormonales de BAP

[

L.

Concentraciones

hormenales de GA3 — 3.0 mg"—

0.01 mg/L
0.5 mglL —» 35mglL
0.02 mg/L — 4.0 mg/L
1.0 mg/L » 45mgiL

0.03 mg/L
o 50mg/L

Figura 3: Disefio de los ensayos con peciolos de la parte superior e inferior de plantas
de naranjilla. Se indica el medio utilizado con diferentes concentraciones de las hormonas
auxina ANA, giberelina GA; y citoquinina BAP.
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Figura 4: Preparacion y montaje de invernaderos caseros para la aclimatacion de
plantulas provenientes de la brotacién en los diferentes explantes estudiados. De izquierda a
derecha: a) Material inicial para realizar los invernaderos de aclimatacién; b) Posicion de las
plantulas dentro del invernadero de aclimatacién; c) Plantulas con cobertura y d) Vista
externa del invernadero de aclimatacion

0.5 mg/L GA3 1.0 mg/L GA3

0.01 0.02 0.03 0.01 0.02 0.03

‘\f
\rﬂ',

o7 ‘:I r

‘;*.
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Figura 5: Comparacion de regeneracion de brotes a partir de explantes de peciolos de
la parte superior de la planta frente a diferentes combinaciones de ANA (parte superior,
segundo nivel), GA;z (parte superior, primer nivel) y BAP (izquierda). El recuadro rojo
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corresponde a la mejor combinacién hormonal estadisticamente hablando, bajo un nivel de
confianza del 95%.
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Figura 6: Grafico de interaccion entre los diferentes de niveles de los factores “Parte
de la planta”, “ANA”, “GA3” y “BAP” para la variable “nimero de brotes” del experimento
de regeneracidon de brotes a partir de explantes de peciolos. Dentro del experimento, las
Unicas interacciones significativas fueron: BAP*GA; y BAP*ANA. El resto de interacciones
produjeron la misma respuesta estadistica. En el eje Y: promedios para el nimero de brotes;
en el eje X: diferentes niveles de los factores. En los recuadros (derecha): las distintas
concentraciones (niveles) de los factores ANA, GA3 y BAP.
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Main Effects Plot for Tam. Brotes
Fitted Means

Parte planta BAP GA3 ANA

0.50
¢
O 045
=t
o
E
= 0.40
l_
b
© o035
c
m©
[}
2 030

Superior Inferior 3.0 35 4.0 4.5 5.0 0.5 10 0.01 0.02 0.03

Figura 7: Comportamiento de los efectos principales (efecto de cada factor
independientemente; sin interaccion) entre los diferentes de niveles de los factores “Parte de
la planta”, “ANA”, “GA3” y “BAP” para la variable “tamafio de brotes” dentro del
experimento de regeneracién de brotes a partir de explantes de peciolos. Para esta variable, no
hubo interacciones entre los factores. El Unico factor estadisticamente significativo fue
“ANA”. En el ejeY: promedios del tamafio de los brotes y en eje X: diferentes niveles de los
factores.

Main Effects Plot for Tam. Hojas
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Figura 8: Comportamiento de los efectos principales (efecto de cada factor
independientemente) entre los diferentes de niveles de los factores “Parte de la planta”,
“ANA”, “GA3” y “BAP” para la variable “tamano de hojas” dentro del experimento de
regeneracion de brotes a partir de explantes de peciolos. Para esta variable, no hubo
interacciones entre los factores. El factor estadisticamente significativo fue “ANA. En el
ejeY: promedios del tamafio de las hojas y en eje X: diferentes niveles de los factores.
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Main Effects Plot for Num. Hojas
Fitted Means

Parte planta BAP GA3 ANA

Mean of Num. Hojas
=y w (=]

Figura 9: Comportamiento de los efectos principales (efecto de cada factor
independentiemente; sin interaccion) entre los diferentes de niveles de los factores “Parte de
la planta”, “ANA”, “GA3” y “BAP” para la variable “nimero de hojas” dentro del
experimento de regeneracién de brotes a partir de explantes de peciolos. Para esta variable, no
hubo interacciones entre los factores. Los factores estadisticamente significativos fueron
“ANA”, “GA3” y “BAP”. En el ejeY: promedios del nimero de hojas y en eje X: diferentes
niveles de los factores.
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Figura 10: Fotografias del desempefio de regeneracién de brotes de los explantes de cada
experimento analizado en este estudio. De izquierda a derecha. a) explantes de yemas apicales al
inicio de experimento (edad 0 dias); b) regeneracion de brotes a partir de explantes de yemas
apicales después de 30 dias en medio con hormonas; c¢) explantes de hipocotilos curvos (2
semanas de dad) al inicio del experimento; d) desarrollo de nuevos brotes de explantes de
hipocotilos curvos; e) explantes de hipocotilos rectos (3 semanas de dad) al inicio del
experimento; f) regeneracion de brotes a partir explantes de hipocotilos curvos; g) explantes de
peciolos del tercio superior de la planta al inicio del ensayo; h) regeneracion de brotes de
explantes de peciolos del tercio superior de la planta; i) explantes de peciolos del tercio inferior
de la planta al inicio del experimento; j) regeneracion de brotes de explantes de peciolos del
tercio inferior de la planta.



