Establecimiento de una metodologia para la induccion de
regenerantes de arveja (Pisum sativum L.) variedad ‘Santa Isabel™

Establishing a methodology for inducing the regeneration of pea (Pisum
sativum L.) explants, ‘Santa Isabel’ variety

Edgar Alexander Sanchez' y Teresa Mosquera?

Resumen: Conelfindeestablecerunametodologia
paralaobtenciénderegenerantesdearvejaapartirde
diferentestiposdeexplantes,seevaludelefectodedi-
ferentesconcentracionesdebencilaminopurina(sar),
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 2-isopente-
niladenina (2-ip) sobre la obtencién de regenerantes
para uso en transformacién genética, como parte del
proyecto de introduccién de resistencia a Fusarium
oxysporumf.sp. pisi, causante de laenfermedad mar-
chitezvascular.Seevaluaronvariostiposdeexplantes,
cotiledonesen posicidénabaxialyadaxial, hipocétilos,
epicétilosyembrionescigéticosobtenidosdesemillas
secasysemillasjovenes.Estosexplantes se evaluaron
en interaccion con reguladores de crecimiento bajo
doscondicionesdeluz:laprimera,defotoperiodocon
16 hdeluzy8hde oscuridady la segunda, de oscuri-
dadtotal.Deestaforma, se probarontresreguladores
de crecimiento (2,4-D, Bar y 2-ip) en tres combinacio-
nesydiferentesconcentraciones.Seobtuvieronrege-
nerantes a partir de embriones cigéticos bajo las dos
condicionesdeluz, especialmenteenlacondiciénde
fotoperiodo y con la aplicacién de Bap en concentra-
cionesde 1,0y 2,5mg-L".

Palabras claves adicionales: regeneracién di-
recta, hipocétilos, epicétilos, cotiledones

Abstract: The effect of different 2,4-D, sap and 2-
ip concentrations on inducing the regeneration of
peas from different types of explants was evaluated
forusein genetictransformation as part of a project
aimedatintroducingresistancetoFusariumoxysporum
f. sp. pisi which causes vascular wilt disease. Several
types of explants were tested: cotyledons in abaxial
and adaxial position, hypocotyls, epicotyls and zy-
gotic embryos obtained from dry seeds and young
seeds.These explants were evaluated in interaction
with growth regulatorsintwo types of light/cultiva-
tion conditions, thefirstbeinga 16-hourlightand 8-
hourdarkness photoperiod and the second consist-
ing of total darkness. Three growth regulators were
tested (2,4-D, BAp and 2-ip) in three combinations
anddifferentconcentrations.Zygoticembryoregen-
erationwasobtainedtwolightconditions,especially
in the photoperiod and when applying sar at 1 and
2.5 mg- L' concentrations.

Additional key words: direct regeneration, hypo-
cotyl, epicotyl, cotyledon

Introduccion

LA ArRvelA (Pisum saTivum L.) es una especie horticola
importante por ser fuente de carbohidratos, vitaminas
y proteinasy como leguminosaaportadorade nitrége-
no. En Colombia su importancia aumenta dia a dia y
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su produccion se extiende a 11 departamentos, con-
centrandose en Cundinamarca y Boyaca (Lobo et al.,
1977). La variedad ‘Santa Isabel’ es la mas cultivada en
Colombia, se adapta bien entre 2.200 y 3.000 msnmy
se cosechaentrelos 115y 145d en verde y alos 160 d
en seco. Su rendimiento varia entre 1,2 t- ha en seco

" Este trabajo hace parte del proyecto“Introduccion de resistencia en arveja (Pisum sativum L.) a la enfermedad marchitez vascular causada por Fusarium
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Agronomia de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogots, cofinanciado por el Instituto Colombiano de para el Desarrollo de la Ciencia y la

Tecnologia Francisco José de Caldas (Colciencias).

' Ingeniero agrénomo, Facultad de Agronomia, Universidad Nacional de Colombia, Bogota. e-mail: easanchezt@unal.edu.co
2 Profesora asociada, Facultad de Agronomia, Universidad Nacional de Colombia, Bogota. e-mail: tmosquerav@unal.edu.co

Agronomia Colombiana 24(1): 17-27, 2006



y 5 t- ha' en verde. De acuerdo con Tamayo (2000), la
principal limitante en la produccién de arveja en Co-
lombiaeslaenfermedaddenominadamarchitezvascu-
lar, causada por Fusarium oxysporum f. sp. pisi.

La transformacién genética, en general, se presenta
comoalternativaparaincorporarresistenciaaFusarium
oxysporum.Enestesentidoesimportantedesarrollarme-
todologiasinvitroquepermitanobtenermaterialfuen-
te para dicha transformacién. Christou (1997), citado
porTzitzikas et al. (2004), sostiene que es probable que
el mejoramiento de arveja sélo pueda abordarse en su
totalidad a través de la modificaciéon genética, ya que
la variacién natural de la arveja es limitada. La arve-
ja,comootrasespeciesleguminosas,esrecalcitranteen
ensayos para modificacién genética, aunque algunos
protocolos se handescritoal respecto (Schroederetal.,
1993; Grant et al., 1995; Bean et al., 1997; Nadolska-
Orczyk y Orczyk, 2000; Polowick et al., 2000; citados
porTzitzikas et al., 2004). En los procedimientos descri-
tos por Schroeder et al. (1993) y Polowick et al. (2000),
se emplearon segmentos embriogénicos axilares y en
los descritos por Bean et al. (1997) y Nadolska-Orczyk
y Orczyk (2000), se usaron nudos cotiledonares como
material inicial para la induccién de regenerantes.

En arveja, los sistemas de regeneracién que se han
usadoparatransformaciénestanbasadosenlaregene-
racion directa de brotes de meristemos existentes o de
inducciéndenovodemeristemosutilizandocitoquininas
(Schroeder etal., 1993, citado por Tzitzikas et al., 2004).
El mayor inconveniente de estos métodos es la baja
eficiencia de la seleccion de la regeneracion de brotes
y, a menudo, el alto estado quimérico de las plantas
transformadas (Tzitzikas et al., 2004). Estos mismos au-
tores evaluaron laregeneracion de plantulas de cuatro
variedades de arveja a partir de tejido meristematico
provenientedetejidonodal. Comoresultado,lascuatro
variedadesprodujerontejidomeristematicogenotipica-
mente independiente al tejido inicial.

Enarvejase hanreportadolas dosformas de embrio-
génesis somatica, directa e indirecta, permitiendo un
progreso en el desarrollo de los protocolos de embrio-
génesissomaticaenalgunasleguminosasimportantes
(Griga, 1998). Griga y Klenoticova (2001) encontraron
que la aplicacién de diferentes componentes, como
auxinas, carbohidratos (fructosa, maltosa) y regulado-
res de crecimiento (2,4-D, 2-ip y acido indol butirico),
afectan positivamente la consistencia delos callos y su
establecimientoenelmediodecultivo.Adicionalmente,
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Ochattetal.(2001) obtuvieronregenerantesdearvejaa
partirdeexplantesdehipocétilos, utilizandodiferentes
concentraciones de Bar.

Laembriogénesissomaticaeseldesarrollo,apartirde
célulassomaticas,deestructurasqueasemejanembrio-
nescigoticos.Estasestructuraspasanatravésdeunase-
riedeestadosdedesarrollo caracteristicos, hastallegar
a la germinacién de una plantula; este proceso puede
ocurrir directa o indirectamente. En la embriogénesis
somaticadirecta, losembriones se desarrollan sobre el
tejidocultivado,entantoquelaembriogénesissomatica
indirectaprocededecélulasquerequierenrediferencia-
cién,antes que puedan expresarcompetenciaembrio-
génica y, como consecuencia, la formacion de callos
precede alaformacion del embrién (Vasic etal., 2001).

La regeneracion de plantulas completas a partir de
tejidos o células cultivadas es un prerrequisito para la
aplicaciénexitosadetécnicasinvitrodetransferenciade
genes, de propagaciéon masiva y estudios de variacién
somaclonal(Leroy, etal., 2000).Laregeneraciénadven-
ticiaprocedentedeembriogénesissomaticaesaltamen-
te deseable, ya que permite la obtencion de plantulas
idénticas al tipo original y en forma masiva.

Mahon et al. (2002) estudiaron la frecuencia de cru-
zamiento de una linea transgénica de arveja con tres
cultivares y encontraron que dos caracteristicas gené-
ticamente dominantes fueron usadas para fijar el po-
tencial de cruzamiento en arvejas. Adicionalmente, las
investigacionesrealizadas porPolowicketal.(2000)yla
aplicaciondelasdiferentestécnicasderegeneracionde
plantas permitenincorporarnuevas caracteristicasge-
néticas,comolatoleranciaaherbicidasylaresistenciaa
plagasyenfermedades,queamenudopuedenserintro-
ducidasinicamente contecnologiadetransformacion
genética.Eldesarrollodeunsistemainvitroquepermita
laregeneracion de plantulas, asi como la obtencidn de
haploides, conforman una excelente herramienta para
el mejoramiento de arveja.

El objetivo de esta investigacion es desarrollar una
metodologiaparalaobtenciénderegenerantesdear-
vejaparaserutilizadosposteriormenteentransforma-
cion genética.

Materiales y métodos

EstainvestigaciénserealizoenellLaboratoriodeBiotec-
nologiade laFacultad de Agronomia de la Universidad
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Nacional de Colombia, Bogota. Se emplearon semillas
dearveja(PisumsativumL.)comerciales(secas)ysemillas
jovenesprovenientesdeplantasde 120d deedad,dela
variedad ‘Santa Isabel’ El medio de cultivo utilizado
fue el ms, de Murashige y Skoog (1962), sobre el cual se
evaluarondiferentesconcentracionesdereguladoresde
crecimiento, como bencilaminopurina (sar), 2,4-diclo-
rofenoxiacético (2,4-D) y 2-isopenteniladenina (2-ip).

Las semillas se desinfectaron superficialmente con
etanolal 70% durante 30 sy con hipoclorito de sodio al
2,5% por 10 min. Finalmente, se lavaron tres veces con
agua destilada estéril. Las semillas se germinaron bajo
condicionesdeasepsiaencamarahimedaenel cuarto
de crecimiento, a una temperatura de 22 °C. Luego, se
extrajeron los explantesy se sembraron a nivel in vitro.

Experimentos

Serealizaroncuatroexperimentosbajodoscondiciones
luminicas: con fotoperiodo de 16 h de luz por 8 h de
oscuridad,normalmenteempleadaparacultivosinvitro,
y bajo condiciones de oscuridad total.

1.Efectode2,4-Dysarenlainducciénderegenerantesenvarios
tipos de explantes

Se utilizaron semillas comerciales de la Federacién
Nacional de Cultivadores de Cereales y Leguminosas
(Fenalce),quesegerminaronen condicionesasépticas.
Luego de una semana se escindieron los cotiledones,
hipocétilos y epicétilos. Los cotiledones se sembraron
en medio ms, en posicién abaxial y adaxial. Se evalué
la interaccién del 2,4-D (1 y 2 mg- L") con lasar (O, 1,
2y 3 mg-L"); el tratamiento testigo estuvo desprovis-
to de reguladores de crecimiento. Se establecieron 72
tratamientos y para cada uno se utilizaron 3 repeticio-
nes, cada una de ellas con 5 explantes, para un total
de 15 unidades por tratamiento. Este ensayo, bajo las
condiciones anteriormente descritas, se repitié en una
segunda oportunidad, con la siembra de 25 explantes
por tratamiento.

2.Efectode2,4-D,sary2-ipenlainducciénderegenerantes
empleando embriones cigéticos

Se evalué el potencial de los embriones cigéticos para
lainduccionderegenerantes.Losembrionesutilizados
seobtuvieronparaunprimerexperimentoconsemillas
comerciales(secas)yparaunsegundoexperimentocon
semillas jévenes provenientes de plantas de 120 d de
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edad,conbuenascondicionesfitosanitarias,enunculti-
vo ubicado a 2.900 msnm. Para ambos casos se evalué
la interaccién del 2,4-D (0, 1 y 2 mg- L") con sap (0,
0,5y 1,0 mg- L). El efecto de la 2-ip se evalud inde-
pendientemente, en concentracionesde 1y 2 mg- L.
Eltratamientotestigoestuvodesprovistodereguladores
de crecimiento. Se establecieron 22 tratamientos para
cadaunodelosexperimentosyen cadatratamiento se
utilizaron 10 repeticionesy 5 explantes por repeticion,
para un total de 50 unidades por tratamiento.

3 Efectodesary2-ipenlainducciénderegenerantesenembrio-
nes cigéticos como esplantes

Se sembraron embriones cigéticos de semillas en de-
sarrollo y se evalué de forma independiente la Bap en
concentraciones de 0,5;0,75; 1,0y 1,5 mg- L' y la 2-ip
en concentraciones de 1,0; 1,5; 2,0 y 2,5 mg- L', para
un total de 18 tratamientos, cada tratamiento con 10
repeticionesy 5 explantes por repeticién, para un total
de 50 unidades por tratamiento.

4. Efecto de Bap en la induccion de regenerantes

Conelfindecorroborarlaregeneracién bajoel efectode
BAP, se sembraron embriones cigéticos provenientes de
semillasendesarrollo.Seevaluarondiferentesconcentra-
cionesdesar(1,0;1,5;2,5y3,0mg- L") correspondientes
a8tratamientoscon 10repeticionesy 5 explantes porre-
peticidn, para un total de 50 unidades por tratamiento.

Lasvariablesevaluadasenelprimerysegundoensa-
yo fueron: 1) nimero de callos inducidos y 2) nimero
de regenerantes obtenidos. En los ensayos tercero y
cuartoseevaluéunicamenteelnimeroderegeneran-
tes obtenidos.

Resultados

El efecto de 2,4-D y sar sobre la regeneracion en varios
tipos de explantes se evalu6 en dos ensayos. El primer
ensayo se evalud alas 10 semanasy el sequndoalas 14
semanas. Unicamente se presenté induccion de callos
en los tratamientos que se presentan en la tabla 1. Los
tratamientos 41 y 42, correspondientes a las dosis de
1,0 mg- L' de 2,4-D + 3,0 mg- L' de Bap y de 2,0 mg-
L' de 2,4-D, respectivamente, fueron los Unicos que
presentaron regenerantes.Larespuestaque se obtuvo
en ambos ensayos fue similar. La tabla 1T muestra uni-
camentelostratamientosevaluadosdondesepresenté
inducciondecallosy/oregenerantes.Elmayorndmero
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de callos inducidos se observé en los tratamientos en
los que se sembraron hipocétilos, en condicién de os-
curidad, de tal manera que éstos fueron los explantes
con mayor potencial de regeneracion. En promedio, el

segundoensayo presentdé menornimerodecallosque
el primero, con relacién al nimero de explantes sem-
brados; asi, este ensayo presenté mayor induccién de
callos que de regenerantes (figura 1).

Tabla 1. Efecto del 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y la bencilaminopurina (8ap) en la induccién de regenerantes a
partir de varios tipos de explantes en arveja (Pisum sativum L.).

Reguladores de crecimiento

Tipo de Condicién efamionto® (mg'L) Explantes (n°) Callos inducidos /explantes Regenerantes/explantes
explante de luz
2,4-D BAP Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 1 Ensayo 2**
. 1 0 0 15 2 0 0 0 0
Coiledongs 0scvrided 6 2 0 15 2 1 0 0 0
abodales , 10 0 0 15 % 0 0 0 0
Fotoperfodo 14 1 3 15 2 0 15 0 0
19 0 0 15 2 0 0 0 0
Oscuridad 24 2 0 15 2 1 3 0 0
(otiledones 25 2 ] 15 25 0 5 0 0
adordoles , 2 0 0 15 % 0 0 0 0
Fotoperfodo 2 0 15 2 6 0 0 0
37 0 0 15 2 0 0 0 0
38 1 0 15 2 14 0 0 0
39 1 1 15 2 0 9 0 0
. f 1 3 15 2 0 3 0 1
Oscuridod Q 2 0 15 2 10 12 0 5
13 2 1 15 2 5 3 0 0
44 2 2 15 2 9 1 0 0
. 15 2 3 15 2 5 1 0 0
Epicotilos
4 0 0 15 2 0 0 0 0
4 1 0 15 2 3 0 0 0
, 48 1 1 15 2 0 5 0 0
Fotoperfodo 50 1 3 15 2 0 15 0 0
51 2 0 15 2 2 0 0 0
5 2 1 15 2 0 5 0 0
55 0 0 15 2 0 0 0 0
56 1 0 15 2 12 0 0 0
57 1 1 15 2 0 2 0 0
58 1 2 15 2 5 14 0 0
Oscuridod 60 2 0 15 2 9 8 0 0
61 2 1 15 2 10 10 0 0
62 2 2 15 2 15 1 0 0
o 63 2 3 15 2 5 0 0 0
Hipocdtilos
64 0 0 15 2 0 0 0 0
6 1 0 15 2 12 0 0 0
66 1 1 15 2 0 2 0 0
, 6 1 2 15 2 0 4 0 0
Fotoperfodo 69 2 0 15 % 9 15 0 0
70 2 1 15 2 5 0 0 0
71 2 2 15 2 5 0 0 0
72 2 3 15 2 10 0 0 0

* Los ensayos 1y 2 constaron de un total de 72 tratamientos.
** Las casillas sombreadas resaltan tratamientos en que se obtuvieron regenerantes.
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Figura1.Callosinducidosa partirdediferentestipos de explantes de semillas secasdearveja (Pisum sativumL.) eninteracciéon
con acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y bencilaminopurina (sap).

A. Epicétilos en condicion de oscuridad con 1 mg:-L™" de 2,4-D a las 10 semanas de la siembra.

B. Epicotilos en condicion de oscuridad con 1 mg-L" de 2,4-Dy 3 mg-L"de Bap a las 14 semanas de la siembra.

C. Epicétilos en condicién de fotoperiodo con 1 mg-L" de 2,4-Dy 1 mg-L" de Bap a las 14 semanas de la siembra.

D. Epicétilos en condicién de fotoperiodo con 2 mg-L" de 2,4-Dy 1 mg-L" de Bap a las 14 semanas de la siembra.

E. Hipocétilos en condicion de oscuridad con 1 mg-L" de 2,4-D a las 10 semanas de la siembra.

F. Hipocétilos en condicion de oscuridad con 1 mg-L" de 2,4-Dy 2 mg-L" de Bap a las 14 semanas de la siembra.

G. Hipocétilos en condicion de oscuridad con 2 mg:-L" de 2,4-D a las 10 semanas de la siembra.

H. Hipocétilos en condicién de fotoperiodo con 2 mg-L" de 2,4-Dy 3 mg-L" de Bap a las 10 semanas de la siembra.

La evaluacién de 2,4-D, Bap y 2-ip se realizé en un pri-
merensayoempleandosemillassecas.Lainduccionde
callos se presentd Unicamente en los tratamientos con
2,4-D en concentraciones de 1,0y 2,0 mg- L (tabla 2).
Esto se corroboré en el segqundo ensayo que evalué se-
millasendesarrollo,enelque seobtuvotambiénmayor
induccién de regenerantes. Los dos ensayos muestran
queestainduccidonunicamenteserealizasiel 2,4-Desta
ausente.Entodaslas concentracionesevaluadasdesap
y2-ipselogréinducirregenerantes,lomismoqueenel
tratamiento testigo (figura 2).

Lostratamientosquepresentaronrespuestaenlainduc-
ciénderegenerantesbajocondicionesdeoscuridadinclu-
yeron concentraciones de 0,5; 0,75; 1,0y 1,5 mg: L' de
BAP. En los tratamientos testigos (11 v 710), se indujo una
menor cantidad de regenerantes, con relacién alos trata-
mientos consAp. En el caso del ensayo que evalué semillas
secasparaambostratamientostestigos,lainducciéndere-
generantes se dio Unicamente en oscuridad.Enla evalua-
ciénbajofotoperiodo,elnimeroderegenerantesobteni-

2006

Sanchez y Mosquera: Establecimiento de una metodologia...

dosfuemayorcuandoseemplearonsemillasendesarrollo
de 120 d. También se obtuvieron regenerantes con 2-ip
en condicionesdefotoperiodoyen el tratamiento 8,enel
que se evaluo el efecto de 2 mg- L' de 2-ip en oscuridad,
lograndose3regenerantesde50explantessembrados.La
induccidonderegenerantessepresentétantoencondicion
deoscuridadcomodefotoperiodo,siendomayorlainduc-
cién de regenerantes en esta ultima condicion (tabla 3).

Se presentaronresultados similares entodoslos trata-
mientos con las diferentes dosis de Bap, para las dos con-
dicionesdeluzevaluadas.Sinembargo,bajofotoperiodo
se present6 el mayor nimero deregenerantes,con 1,0y
2,5mg- L' de Bap. En este caso, el numero de regeneran-
tesobtenidosaumentéenlamedidaqueaumentdlacon-
centracion de Bar. En los resultados se observa un limite
apartirdel cual,aunque seaumentelaconcentracionde
BAP,elniUmeroderegenerantessemantieneestableodis-
minuye (tabla 4, figura 2). En la medida que se aumente
la concentracién de sap, el nUmero de regenerantes au-
menta, pero con concentraciones entre 1,0y 1,5 mg- L
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Tabla 2. Efecto del 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), la bencilaminopurina (sap) y la isopenteniladenina (2-ip) en la
induccién de regenerantes a partir de embriones cigéticos de arveja (Pisum sativum L.).

Reguladores de crecimiento (mg-L") Callos inducidos (n°) Regenerantes (n°)
Condicion Tratamiento Explantes
de luz 24D BAP 2 sembrados Secas’ En desarrollo® Secas® En desarrollo*
! P 11 semanas 8 semanas 11 semanas 8 semanas

1 0 0 0 50 0 0 6 45

2 0 0,5 0 50 0 0 32 80

3 0 1 0 50 0 0 63 120

4 1 0 0 50 0 50 0 0

5 1 0,5 0 50 10 40 0 0

Oscuridad 6 1 1 0 50 15 50 0 0
7 2 0 0 50 20 50 0 0

8 2 0,5 0 50 20 50 0 0

9 2 1 0 50 25 4 0 0

10 0 0 1 50 0 0 46 52

il 0 0 2 50 0 0 55 53

12 0 0 0 50 0 0 0 45

13 0 0,5 0 50 0 0 44 100

14 0 1 0 50 0 0 51 100
15 1 0 0 50 10 50 0 0
Fotoperfodo 16 1 0,5 0 50 il 45 0 0
(16 hluzy 17 1 1 0 50 20 50 0 0
8 h oscuridad) 18 2 0 0 50 21 50 4 0
19 2 0,5 0 50 20 49 0 0
20 2 1 0 50 20 49 0 0

2 0 0 1 50 0 0 47 53

22 0 0 2 50 0 0 52 48

" Semillas comerciales de la Federacion Nacional de Cultivadores de Cereales y Leguminosas (Fenalce).
2 Semillas en desarrollo, provenientes de vainas verdes de plantas 120 d después de la siembra.
% as casillas sombreadas resaltan tratamientos en que se obtuvieron regenerantes.

Tabla 3. Efecto de la bencilaminopurina (sap) y la isopenteniladenina (2-ip) en la induccién de regenerantes, empleando
como explantes embriones cigéticos provenientes de arveja (Pisum sativum L.).

Reguladores de crecimiento (mg-L")

Condicion de luz Tratamiento oA Y Némero de explantes ~ Ndomero de regenerantes Némero de callos
-ip
1 0 0 50 7 0
2 05 0 50 15 0
3 0,75 0 50 60 0
4 1 0 50 20 0
Oscuridad 5 1,5 0 50 125 0
6 0 1 50 0 0
7 0 1,5 50 0 0
8 0 2 50 3 0
9 0 25 50 0 0
10 0 0 50 10 0
1 0,5 0 50 100 0
12 0,75 0 50 130 0
Fotoperiodo 13 1 0 50 150 0
(16hdeluzy 14 1,5 0 50 120 0
8 h de oscuridad) 15 0 1 50 10 0
16 0 1,5 50 25 0
17 0 2 50 5 0
18 0 25 50 25 0

Las casillas sombreadas resaltan los tratamientos en que se obtuvieron regenerantes.
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Figura2.Callosyregenerantes obtenidosa partir de embriones cigéticos de arveja (Pisum sativumL.) de semillas en desarrollo,em-

pleando reguladores de crecimiento: acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), bencilaminopurina (eap) e isopenteniladenina (2-ip).
A.2,0mg-L" de2,4-Dy 1,0 mg-L" de sap en condicién de oscuridad a las 11 semanas de la siembra.

B. 1,0 mg-L" de 2-ip en condicién de oscuridad a las 11 semanas de la siembra.
C. Ausencia de reguladores de crecimiento en condicion de fotoperiodo a las 8 semanas de la siembra.
D.0,5 mg:L"' de Bap en condicion de fotoperiodo a las 8 semanas de la siembra.

E. 1,0 mg-L" de Bar en condicion de fotoperiodo.
F. 2,5 mg-L" de 8ap en condicion de fotoperiodo.
G.3,0mg-L" de Bar en condicién de oscuridad.

losresultadosparaestainducciénpresentanundescenso
cuando el cultivo serealiza en presencia de fotoperiodo.
En el casode oscuridad, los resultados no muestran con-
sistenciaenlareducciénderegenerantesconelaumento
delaconcentracion delacitoquininasap.Como lo mues-
tralatabla 4, en este ensayo se obtuvo el mayor nimero
de regenerantes de toda la investigacion.

Discusion

Losresultadosreportadosenesteestudiomuestranla
obtencidén de regenerantes a partir de la siembra de

embrionescigoticosdesemillasdearvejadeplantasde
120 d de edad. La mayor cantidad de plantulas rege-
neradasportratamientoseobtuvieroncuandolosem-
briones se cultivaron en medio ms con Bar, entre 1,0y
3,0 mg- L', en condiciones de fotoperiodo de 16 h de
luz'y 8 h de oscuridad, presentando mayor cantidad
de regenerantes con la dosis de 1,0 mg- L.

Reportesdediferentesinvestigacionesresaltanlaim-
portancia de emplear relaciones auxina/citoquinina
para lograr procesos morfogénicos (Vasic et al., 2001).
En el primer experimento, en el que se evalu6 el efecto

Tabla 4. Efecto de la bencilaminopurina (8apr) en la induccién de regenerantes en arveja (Pisum sativum L.).

Condiciones de luz Tratamiento BAP (mg-L") Explantes Némero de regenerantes Némero decallos

1 1 50 230 0
Fotoperiodo 9 15 50 200 0
(16hdeluzy8h 3 25 5 20 0
deoscuridad) . 3 50 200 0
5 1 50 160 0
) 6 1,5 50 170 0
Oscuridod 7 25 50 180 0
8 3 50 200 0

Las casillas sombreadas resaltan los tratamientos con induccion de regenerantes.
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de 2,4-Dysapenlainduccién de regenerantes a partir
devariostipos de explantes, se presentd altainduccién
decallos,masnoselogréobtenerregenerantes,excepto
en los tratamientos 41y 42.

Porlogeneral,serequierelacombinaciéndedosomas
reguladores de crecimiento de diferentes clases, aplica-
dossimultaneaosecuencialmente,paraobtenerregene-
racion (Gaspar etal., 1996). En estudios desarrollados en
zanahoria y tabaco, algunas de las citoquininas mostra-
ron alta actividad, pero sélo en presencia de unaauxina.
La induccién de regenerantes en el tratamiento testigo
(sin reguladores de crecimiento), aunque aparezcan en
menor cantidad con relacién al tratamiento con 1 mg-
L' desar,obedecenalatotipotenciadelacélulavegetal;
sin embargo, dicha totipotencia se ve estimulada por la
adiciéndereguladores, queactiansobreelciclocelular.

Aunque algunas investigaciones reportan el efecto
positivo de la presencia auxina/citoquinina para la re-
generacion,enestainvestigaciénel 2,4-Dse constituye
en un fuerteinductor de desdiferenciacion celular, y la
presenciadesaprendosisvariables estaria contribuyen-
do,mediantesuefectomitético,alainducciéndecallos
y no a la diferenciacién celular; lo que concuerda con
varios reportes que presentan al 2,4-D como un fuerte
inductordeprocesosdedesdiferenciacidoncelularypos-
terior regeneracién (Krikorian et al., 1990).

Las citoquininas promueven la division celular en
los tejidos. Las dos propiedades mas importantes de
estosreguladoresdecrecimientoutilizadosencultivo
de tejidos son la estimulacién de la divisién celular (a
menudo acompafada de auxinas) y la liberacion de
la dormancia de yemas laterales. La BAp, una citoqui-
nina sintética, es tal vez mas usada que la kinetina y
la zeatina. La 2-ip también es extensamente utilizada
encultivodetejidos.Tantoauxinascomocitoquininas
regulan ladivision celular, afectando lareplicacion de
pNnAycontrolandoloseventosprincipalesdelamitosis,
respectivamente (Gaspar et al., 1996).

Muchos aspectos del crecimiento celular, la diferen-
ciacion celulary la organogénesis en cultivo de tejidos
y 6rganos son controlados por la interaccion entre ci-
toquininas y auxinas. Cuando el nivel de auxina es re-
lativamente mas alto que el de citoquinina, se forman
raices y cuando el nivel de citoquinina es mas alto que
el de auxina, se forman tallos; cuando las concentra-
ciones son similares, se inducen callos (Krikorian et al.,
1990). Al respecto, Salisbury y Ross (1994) afirman que
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el modo en que un callo forma una planta nueva es va-
riable. Amenudo, conrelaciones de citoquinina a auxi-
na relativamente altas, se desarrolla sélo al principio el
sistemaaéreoydespuésseformanraicesadventiciases-
pontaneamentedelostallos, mientrastodaviaestanen
el callo.Laembriogénesis se presentacuandoloscallos
se hacen embriogénicos y forman un embrion que se
transforma en una raiz y un sistema aéreo. Suele ser
necesario agregar citoquininasy auxinasal medio para
que se presente la embriogénesis.

Enelsegundoexperimento,sobreelefectode2,4-D,
BAP Y 2-ip en la induccién de regenerantes a partir de
embriones cigoticos, la aplicacion de estos tres regu-
ladores de crecimiento al medio de cultivo ms afecté
positivamente la induccién de callos, de forma simi-
lar a los estudios realizados por Griga y Klenoticova
(2001).Algunosautoreshanestudiadolainfluenciade
estos reguladores de crecimiento en la regeneracion
deplantas, mostrando resultados muy variados, pero,
en algunos casos, similares alos obtenidos en estain-
vestigacion. Tal es el caso de Hamama et al. (2003),
quienesestudiaronlaregeneraciondeplantasdejojo-
baviaembriogénesis somaticay encontraron un bajo
porcentajedegerminaciéndeembriones(18%-25%),
utilizando una combinacién de 2,4-D (4,52 uM) y Bap
(4,43 uM). Por su parte, Ipekci y Gozukirmizi (2003)
probaron diferentes concentraciones de Bap y otros
reguladores de crecimiento en la inducciéon de em-
briogénesissomaticadirectaenPaulowniaelongatayha-
llaron que las frecuencias de induccidon de embriones
somaticos,apartirdeexplantesdehojasyentrenudos,
seredujeron en el medio que conteniaar, enrelacion
con los demas reguladores.

Varias combinaciones de Bap (0,2; 0,5y 1,2 mg- L")
y de 2,4-D (0,1; 0,2; 0,5y 1,0 mg- L") fueron utiliza-
das por Wang y Bhalla (2004) para la induccién de
embriogénesissomaticaen ScaevolaaemulaR.Br.Los
embrionessométicosfueroninducidosen concentra-
ciones bajas de 2,4-D y la concentracién 6ptima de
BAP en el medio para obtener una eficiente regenera-
cion de tallos fue 0,5 mg- L. El aumento de la con-
centracion de Bap (1,0 mg- L") no tuvo efecto sobre la
regeneracién de brotes. Adicionalmente, la alta con-
centracion de 2,4-D (mas de 1,0 mg- L") tuvo efecto
negativo, como la ausencia de callos.

Con referencia a 8ap, Guohua (1998) y Read y Preece
(2003)reportanqueestereguladordecrecimientotiene
un efecto positivoenla proliferaciényalargamientode
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tallosy yemas adventicias y que, por lo general, se pre-
sentaunamayorfrecuenciadeorganogénesiscuandose
incrementa su concentracién. Sin embargo, cuando el
incremento es muy alto, se presentaunainduccionalta
decallosylafrecuenciade organogénesis noaumenta.

Resultados similares fueron obtenidos por Kumar et
al. (1998) y George et al. (2000), utilizando sar en com-
binacion con acido naftalenacético (ana) para la rege-
neracion de plantas: el maximo numero de tallos se
obtuvo con las maximas concentraciones de Bar y las
minimas de ANA. Ademds, encontraron que existe una
relacién lineal entre la concentracidon de sapy el nime-
rodetallosregenerados,elnimerodenudosportalloy
lasfrecuenciasderegeneraciéon.Sinembargo,altascon-
centraciones de sar inhiben la elongacién de los tallos.

Eneldltimoexperimentodesarrolladoenel presente
trabajo, en el que se evalud el efecto de Bar en la in-
ducciénderegenerantes,elmayornimeroobtenidoen
élpuedeatribuirsealefectoindividual (independiente)
de BAp, al compararlo con los demas ensayos. Esta fi-
toquinina mostré ser el reqgulador de crecimiento mas
importante, sequido por el 2,4-D, confirmandose lo re-
portado por Ochatt et al. (2001) para la obtencién de
regenerantes de arveja.

Con relacién a estos resultados, Hagen (1995) afir-
ma que el 2,4-D detiene la division celular en el meris-
temoapicalylaelongaciéncelularcuandoesaplicado
en altas concentraciones, inhibiendo el normal creci-
miento de las plantulas. Contrario a estos resultados,
enlapresenteinvestigacion Unicamente seindujeron
callos en presencia de 2,4-D y el mayor niumero de
callos inducidos se obtuvo con su concentracién mas
alta (2 mg- L"), en combinacién con sar y 2-ip. Los
regenerantes se obtuvieron Unicamente en ausencia
de 2,4-D, lo que corrobora que este regulador actua
como desdiferenciador y no favorece lainduccién de
regenerantes, aln en presencia de Bar.

A diferencia del 2,4-D y la Bap, la 2-ip no se ha estu-
diadotanampliamente.Algunosensayosdemuestran
labajaacciondeestacitoquininaenlaregeneraciénde
plantulas.Endiferentesexperimentos, Guohua(1998)
y Qu et al. (2000) encontraron que el efecto indepen-
diente de la 2-ip en la induccién de regenerantes es
casinuloyque es necesario utilizarlaen combinacién
con otros reguladores de crecimiento, especialmen-
te ANA, para que sea un componente potencialmente
efectivoenlaregeneraciondeplantas.Estoshallazgos
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sepuedencorroborarconlosresultadosobtenidosen
estainvestigacidon,yaqueenausenciade 2-ip se obtu-
vieron regenerantesy en presenciade 1,0-2,5mg- L’
se obtuvieron muy pocos.

Tzitzikas et al. (2004) sefalan que los sistemas de re-
generacion a partir de callos (regeneracién indirecta)
presentan la desventaja de la posibilidad de originar
plantulasconvariacionsomaclonal. Ademas, esfactible
que las alteraciones que suceden en las células en los
eventosdeformaciéndecallos,como consecuenciade
ladesdiferenciacion celular, conduzcan a cambios tan-
togenéticoscomoepigenéticos,algunosdeellosdeca-
racteraberrante,loquetraeriacomoconsecuenciaque
esas células pierdan capacidad de regeneracién.

En cuanto al efecto de la polaridad de la siembra de
losexplantesenlaobtencion deregeneracion, Fratiniy
Ruiz (2003) encontraron que segmentos nodales sem-
bradosconorientaciéninvertida(parteapicalenelme-
dio) mostraron mayor frecuencia de regeneracién que
losexplantessembradosconorientaciénnormal(parte
basal en el medio). Similares resultados obtuvieron Qu
etal.(2000) conrespectoalaorientacion delos explan-
tes; observaron laemergencia de los tallos adventicios
siempre sobre el lado adaxial delas hojasylaregenera-
cién fue mayor cuando la parte abaxial estuvo en con-
tacto con el medio. Chen y Adachi (1998) afirman que
la capacidad de formar embriones morfolégicamente
maduros depende de la posicién de los explantes; por
estarazon,losembriones somaticos sobre la superficie
delos callos orientados hacia la luz tienen mejor desa-
rrollo que los que estan orientados hacia la oscuridad.
En la presente investigacién, contrario a lo obtenido
por estos autores, la orientacion o polaridad de los ex-
plantes(cotiledones)nopresentédiferenciaencuantoal
numero de callos y de regenerantes obtenidos.

Adicionalmente, en el estudio realizado por Cheny
Adachi (1998), se reporté que variaciones en la con-
centraciéon de reguladores de crecimiento no altera-
ron significativamente laregeneracion; efectoque no
coincide conlosresultados obtenidos en este trabajo,
ya que en todos los experimentos realizados se pre-
sentaron diferencias en cuanto al nimero de regene-
rantesobtenidosalcambiarlasconcentracionesdelos
diferentes reguladores de crecimiento empleados. Al
respecto,Ochattetal.(2001)obtuvierondiferenciasen
lafrecuenciaderegeneraciéndentrodelosgenotipos,
entrebrotesregeneradosbajodiferentesbalanceshor-
monales, lo que respalda el planteamiento de que a
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niveldecultivoinvitrohayunafuertedependenciadel
genotipo,eltipodeexplanteylosreguladoresemplea-
dos para diferentes objetivos.

La induccién de regenerantes fue diferente en los
tratamientos en los que se utilizaron semillas secas
y semillas en desarrollo, siendo mayor el nimero de
regenerantes obtenidos de semillas en desarrollo. Al
respecto, es posible que el origen y el estado fisio-
[6gico del explante inicial afecten la regeneracién
(Krikorian et al., 1990). La induccién y germinacién
deembrionessomaticosestafuertementeinfluencia-
daporlaetapadedesarrollodelosexplantes (Hama-
ma et al., 2003). Los embriones de semillas en desa-
rrollo pueden ser mas vulnerables a la accién de los
reguladores de crecimiento, ya que las condiciones
dehumedad, temperaturayoxigenoenlasqueseen-
cuentran favorecen la germinacién y la asimilacion
de los compuestos del medio de cultivo. Una de las
causas por las que el niumero de regenerantes indu-
cido en las semillas secas es menor al de las semillas
en desarrollo puede ser el grado de dormancia que
presenten los embriones de las semillas secas y, en
consecuencia, la regeneracion disminuye.

En general, enlas condiciones de fotoperiodo se ob-
tuvieronmasregenerantesqueencondicionesdeoscu-
ridad. La intensidad luminica, el fotoperiodo y la cali-
daddeluzsonfactorespotencialmenteimportantesen
el ambiente del cultivo, porque pueden influenciar la
fotosintesis,lamorfogénesisyotrosprocesosfisioldgicos
(Read y Preece, 2003). Condiciones deluzde 12a 16 h
suelen serlo mejor para el cultivo de muchas especies;
ocasionalmente se ha reportado la relacién fisioldgica
directa entre fotoperiodo y la respuesta del cultivo. La
respuesta de los explantes ala condicion de luzes muy
variable y especifica de algunas especies.

Esimportante destacar en estainvestigacién el hecho
dehaberlogradolainducciéon masivaderegenerantesa
partirdeembrionescigéticosdesemillasendesarrollode
arveja, bajo condiciones de fotoperiodode 16 hde luzy
8hdeoscuridadyconconcentracionesaltas desap;estos
resultados se presentaron de forma consistente.

Finalmente, con base enlosresultados de estainves-
tigacion, vale la pena recomendar la aplicacion de la
metodologiadesarrolladaenotrasvariedadesdearveja
deinterésyevaluarlaenotrasespeciesleguminosas,con
el fin de incorporar los regenerantes en programas de
mejoramiento genético.

26

Agradecimientos

LosautoresexpresansusagradecimientosalLaboratorio
deBiotecnologia delaFacultad de Agronomiade la Uni-
versidad Nacionalde Colombia, sede Bogota, porelapo-
yo en el desarrollo y realizacion de esta investigacion.

Literatura citada

Chen, L.y T. Adachi. 1998. Protoplast fusion between Lycopersicon
sculentumandL.peruvianum-complex:somaticembryogenesis,
plant regeneration and morphology. Plant Cell Reports 17,
508-514.

Fratini, R. y M. Ruiz. 2003. A rooting procedure for lentil (Lens cu-
linarisMedik) and otherhypogeuslegumes(pea, chickpeaand
Lathyrus) based on explant polarity. Plant Cell Reports 21,726-
732.

Gaspar, T, C. Kevers, C. Penel, H. Greppin, D. Reid, y T. Thorpe.
1996.Plant hormones and plant growth regulatorsin plant tis-
sue culture. In Vitro Cell Dev. Biol. - Plant 32, 272-289.

George, J., H. Bais y G. Ravishankar. 2000. Optimization of media
constituents for shoot regeneration from leaf callus culture of
Decalepis hamiltoniiWight.&Arn.Hort Science 35(2),296-299.

Griga, M. 1998. Direct somatic embryogenesis from shoot apical
meristems of pea and thidiazuroninduce high conversion rate
of somatic embryos. Biology Plant 41, 481-495.

Griga, M. y H. Klenoticova. 2001. Development of embryogenic
suspension culture in pea. Agritec Ltd.

Guohua, M. 1998. Effects of cytokinins and auxins on casssava shoot
organogenesisandsomaticembryogenesisfromsomaticembryo
explants. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 54, 1-7.

Hagen, G. 1995.The control of gene expression by auxin. pp. 228-245.
En:Davies, P.(ed.). Planthormones: physiology, biochemistry and
molecular biology. Kluwer Academic Publishers, London.

Hamama, L., M. Baaziz y R. Letouzé. 2003. Regeneration of jo-
joba by somatic embryogenesis control of embryo formation,
polyamine content and role of the age of explants and growth
regulators. Acta Horticulturae 616, 313-320.

Ipekci, Z. y N. Gozukirmizi. 2003. Direct somatic embryogenesis
andsyntheticseed productionfrom Paulowniaelongata.Plant
Cell Reports. 22, 16-24.

Krikorian, A., K. Kelly y D. Smith. 1990. Hormones in tissue cul-
ture and micro-propagation. pp. 593-612. En: Davies, P. (ed.).
Plant hormones and their role in plant growth and develop-
ment. Kluwer Academic Publishers, London.

Kumar, S., A. Sarkar y C. Kunhikannan. 1998. Regeneration of
plantsfromleafletexplantoftissuecultureraisedsafedsiris (Albi-
zia procera). Plant Cell, Tissue and Organ Culture 54, 137-143.

Leroy, X.J,, K. Leon, G. Charles y M. Branchard. (2000) Cauliflo-
wersomaticembryogenesisandanalysisofregenerantstability
by ISSRs. Plant Cell Reports 19, 1102-1107.

Lobo, M., F. Higuita y J. Jaramillo. 1977. Curso sobre hortalizas.
Compendio N° 21, junio de 1977. Programa de hortalizas, Ins-
tituto Colombiano Agropecuario (ica), Bogota.

Mahon, J., P. Polowick y A. Vanderber. 2002. Field assessmet of
outcrossingfromtransgenicpea(PisumsativumL.)plants.Trans-
genic Research 11, 515-519.

Ochatt, S., P. Durieu, L. Jacas y C. Pontécaille. 2001. Protoplast, cell
andtissueculturesforthebiotechnologicalbreedingofgrasspea
(Lathyrus sativus L.). Lathyrus Lathyrism Newsletter 2, 35-38.

Agronomia Colombiana Vol. 24 - No. 1



Polowick, P, J. Quandt y J. Mahon. 2000. The ability of pea transfor-
mationtechnologytotransfergenesintopeasadaptedtowestern
Canadian growing conditions. Plant Science 153, 161-170.

Qu, L., J. Polashock y N. Vorsa. 2000. A highly efficient in vitro
cranberryregeneration systemusing leaf explants.Hort Scien-
ce 35(5), 948-952.

Read, E.y J. Preece. 2003. Environmental management of optimi-
zing micropropagation. Acta Horticulturae 616, 49-57

Salisbury, F.y C. Ross. 1994. Fisiologia vegetal. Grupo Editorial Ibe-
roamérica, México, DF. pp. 426-427.

Tamayo, P.J.2000. Enfermedades del cultivo de la arveja en Colom-
bia: guia de reconocimiento y control. Boletin técnico. Corpo-

2006

racion Colombiana de Investigacion Agropecuaria (Corpoica),
Regional 4, Rionegro (Colombia). 52 p.

Tzitzikas, E., M. Bergervoet, K. Raemakers, J. Vincken, A. Lam-
mereny R.Visser. 2004. Regeneration of pea (Pisum sativum
L.) by a cyclic organogenic system. Plant Cell Reports 23,
453-460.

Vasic, D., G. Alibert y D. Skoric. 2001. Protocols for efficient repeti-
tiveandsecondarysomaticembryogenesisinHelianthusmaximi-
liani (Schrader). Plant Cell Reports 20, 121-125.

Wang, Y. y P. Bhalla. 2004. Somatic embryogenesis from leaf ex-
plants of Australian fan flower ScaevolaaemulaR. Br. Plant Cell
Reports 22, 408-414.

27

Sanchez y Mosquera: Establecimiento de una metodologia...



