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Resumen

La regeneracién de plantas mediante el cultivo de tejidos es un importante componente de la biotecnologfa
que es requerido para procesos tales como la obtencion de plantas transgénicas. Se establecié un sistema
eficiente de regeneracion para la especie Solanum tuberosum 1. var. Pastusa Suprema, susceptible de ser trans-
formada genéticamente. Se evalu6 el efecto de las fitohormonas zeatina ribosido (ZR), acido naftalénacetico
(ANA) y acido gibérelico (AG3), utilizadas en combinaciones especificas, sobre la induccion de callo, la re-
generacion y el nimero de brotes producidos por explante. Ia presencia de ANA demostro ser esencial en
la respuesta callogénica y regenerativa de los explantes. Se encontrd que la adicion de 3,0 mg/L de ZR, 0,02
mg/L de ANA y 1,0 mg/L de AG3 sobte un medio basico M-S, es una formulacién hormonal adecuada para
inducir el proceso de organogénesis indirecta sobre la variedad de papa Pastusa Suprema; produce callogéne-
sis y regeneracion en porcentajes superiores al 90%, con un promedio de seis regenerantes por explante.

Palabras clave: zeatina ribésido, acido naftalenacético, acido gibérelico, organogénesis indirecta.

Abstract

Plant regeneration using tissue culture represents an important biotechnological tool which is necessary in
processes such as obtaining transgenic plants. An efficient regeneration system was established for Solanum
tuberosum L. var. Pastusa Suprema; this specie is susceptible to being genetically transformed. The effect of
zeatin riboside (ZR), gibberellic acid (GA3) and naphthalene acetic acid (NAA) phytohormones used in spe-
cific combinations was evaluated regarding callus induction and bud regeneration and number per explant.
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The presence of NAA was seen to be essential in explants’ callogenic and regenerative response. Adding 3.0
mg/L ZR, 0.02 mg/L NAA and 1.0mg/L GA3 to a basic M-S medium was an approptiate hormonal com-
bination for inducing indirect organogenesis in the Pastusa Suprema potato variety; it produced more than

90% callus genesis and plant regeneration and an average of six regenerants per explant.

Key words: zeatin riboside, naphthalene acetic acid, gibberellic acid, indirect organogenesis.
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Introducciéon

La obtencién de plantas transgénicas me-
diada por Agrobacterium tumefasciens ha sido usada
exitosamente para introducir genes foraneos en
diferentes cultivares de papa (De Block, 1988;
Dale y Hampson, 1995; Beaujean ef al., 1998;
Trujillo ez al., 2001; Sarker y Mustafa, 2002). La
regeneracion de plantas mediante el cultivo de
tejidos es un importante componente de la bio-
tecnologia que es requerido para llevar acabo
este tipo de procesos (Yasmin ¢ al., 2003).

La regeneracion vegetal es la manifesta-
cién de la totipotencia celular, la cual puede
ocurrir de manera parcial siguiendo la ruta or-
ganogénica (caulogénesis o rizogénesis) o en
forma completa siguiendo la ruta embriogéni-
ca (Gémez et al,1997). En investigaciones de
transformacion genética el sistema de regene-
racion mas utilizado es la organogénesis. Me-
diante esta técnica se desarrollan 6rganos sobre
partes de plantas (explantes) cultivadas 7 vitro,
siguiendo una fase inicial de desdiferenciacién,
posterior a la cual tiene lugar la division celular
que permite la formacion de un callo, a partir
del que se desarrollan érganos adventicios.

Tanto la induccién de callo como la re-
generacion de brotes requiere la presencia de
concentraciones y combinaciones apropiadas
de los reguladores de crecimiento presentes en
el medio de cultivo (Yasmin e/ a/., 2003). Se ha
demostrado que los requerimientos hormona-
les para que la organogénesis 7 vitro se lleve a
cabo eficientemente son altamente dependien-
tes del genotipo (Wheleer ez al., 1985; Carputo
et al., 1995; Dale y Hampson, 1995; Hamdi ez

al., 1998; Sarker y Mustafa, 2002), variando en-
tre especies y entre variedades de una misma
especie.

La relacién auxina-citoquinina es de vital
importancia en la organogénesis, sin embargo,
algunos autores han citado la necesidad de uti-
lizar hormonas como las gibérelinas para que
la regeneracion se lleve a cabo eficientemente
(Webb ef al., 1983; Ochatt y Caso, 19806; Sarker
y Mustafa, 2002).

En la Universidad Nacional de Colombia,
Sede Bogota, el grupo de Ingenieria Genética
de Plantas (IGP), ha venido trabajando en la
obtencion de plantas transgénicas a partir de
la variedad de papa Diacol Capiro, importante
desde el punto de vista de la produccion indus-
trial de papa frita. Sin embargo, es de interés
llevar a cabo este tipo de procedimientos en
otras variedades de papa colombiana.

La variedad Pastusa Suprema es un culti-
var obtenido mediante mejoramiento genético
convencional, resultado de una labor investiga-
tiva iniciada en Narifio en 1997 en la que parti-
ciparon la Universidad Nacional de Colombia,
Fedepapa, el ICA y Colciencias. Fue liberada
al mercado el 7 de diciembre del 2002. Esta
nueva variedad presenta cualidades superiores
a otros cultivares, como aptitud para proce-
sos industriales, excelente calidad culinatia, y
requerimientos significativamente menores de
fungicidas. Es importante desarrollar un siste-
ma eficiente de regeneracion en esta variedad,
como soporte para ultetiores estudios de trans-
ferencia de genes que permitan optimizar aun
mas su rendimiento.
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En este trabajo se evalué el efecto de las
hormonas acido naftalénacetico (ANA), acido
giberélico (AG3) y ZR (Zeatina Ribésido), en
el comportamiento callogénico y regenerativo
de Solanun tuberosum L. variedad Pastusa Supre-
ma.

Materiales y métodos

Hste trabajo se realiz6 como parte del
proyecto “Desarrollo de sistemas de ingenierfa
genética para variedades colombianas de papa
(Solanum  tuberosum), resistencia a insectos y
marcadores de seleccién”, financiado por Col-
ciencias.

Los experimentos se iniciaron con un gru-
po base de plantulas 7z vitro (aprox. 30 plantas)
de S. tuberosum Var. Pastusa Suprema, donadas
por el profesor Carlos Eduardo Nustez de la
Facultad de Agronomia de la Universidad Na-
cional de Colombia. Estas plantas fueron mi-

cropropagadas en un medio basico compuesto
de sales de Murashige y Skoog (1962) y suple-
mentado con 0,4 mg/L Tiamina, 2 mg/L 4dcido
D-pantoténico, 0,2 mg/L acido giberélico, 20
g/L sacarosa, 2,5 mg/L Fitagel y pH 5,7.

Los ensayos de regeneracion se realizaron
cuando las plantas alcanzaron 3-4 semanas de
edad. Se aislaron segmentos de tallo (sin incluir
las yemas) de una longitud aproximada de 5-6
mm, y se sembraron sobre medios de cultivo
compuestos de sales MS y combinaciones hot-
monales especificas (tabla 1), realizando cam-
bio de medio cada tres semanas. El material fue
mantenido a una temperatura de 17 °C, y un
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscu-
ridad. Los experimentos se realizaron en dos
series, en una fase preeliminar se evaluaron las
combinaciones correspondientes a los trata-
mientos 1, 2, 5, 6, 9-12 de la tabla 1, utilizando
14 explantes por tratamiento. Posteriormente,
se evaluaron los tratamientos 3, 4, 7 y 8, utili-

Tabla 1. Combinaciones hormonales evaluadas en cada tratamiento

Tratamiento ZR (mg/L) AG3(mg/L) ANA(mg/L)
1 2 0,02 0,00
2 2 1,0 0,00
3 2 0,02 0,02
4 2 1,0 0,02
5 3 0,02 0,00
6 3 1,0 0,00
7 3 0,02 0,02
8 3 1,0 0,02
9 2 0,02 0,2
10 2 1,0 0,2
11 3 0,02 0,2
12 3 1,0 0,2
Control 0,0 0,0 0,0
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zando 10 explantes por tratamiento. En todos
los ensayos se realizaron cuatro repeticiones
por cada tratamiento.

Las combinaciones hormonales se basan
en los resultados obtenidos por Rodriguez ez al.
(2000) para la variedad Parda Pastusa y el pro-
tocolo utilizado por el Centro Internacional de
la Papa (Marc Ghislain, datos no publicados),
ademas de los resultados experimentales del
IGP-UN para la variedad Diacol Capiro (datos
no publicados). Los tratamientos correspon-
den a un disefio experimental factorial, donde
los factores son las hormonas (ZR, ANA, AG3)
y los niveles las concentraciones de cada una de
ellas. Se evaluaron dos concentraciones diferen-
tes para ZR (2 mg/L, 3,0 mg/L) y AG3 (0,02
mg/L, 1,0 mg/L), y tres niveles para ANA (0,0
mg/L, 0,02 mg/L y 0,2 mg/L), realizando to-
das las combinaciones posibles. Cada explante
se consideré como una unidad experimental.

La eficiencia del medio de cultivo se eva-
lu6 con base a las variables: porcentaje de in-
duccién de callos (EC/ET)*100, porcentaje de
regeneracion (ER/ET)*100, y nimero de rege-
nerantes por explante. Donde: EC = explantes
con callo, ER = explantes con regenerantes y
ET = explantes totales.

Se comprobé la normalidad de los datos
utilizando el test de Pearson, y se realizaron los
analisis de varianza respectivos con el software
estadistico SAS version 8.0.

Resultados y discusién

Comportamiento callogénico

La respuesta callogénica presentada en
los explantes fue diferencial segin el tipo de
tratamiento (figura 1). En los tratamientos en
los que se utiliz6 la combinacién de las tres
hormonas (tratamientos 3, 4, 7, 8, 9, 10, 11 y
12) el proceso callogénico fue exitoso, inician-
dose hacia la segunda semana, con porcentajes
de induccion de callos que alcanzaron el 100%;
mientras que en los tratamientos carentes de
auxina (1, 2, 5y 0) se presenté formacion de
callo hasta la quinta semana con un bajo pot-
centaje de explantes (16% £ 11,32).

El analisis de varianza confirmé a nivel
estadistico las diferencias observadas entre es-
tos dos tipos de tratamiento (p<<0,01), asf como
también revel6 el efecto que tienen la zeatina
ribésido y el acido gibérelico en la formacion
de callo (p<0,01 y p=0,0360, respectivamen-
te).

Figura 1. Porcentaje de induccion de callos para cada tratamiento.

Datos promedios tomados a la octava semana de observacion
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La formacion de callo constituye la pri-
mera fase en la regeneracion mediante organo-
génesis indirecta. Bl ANA es esencial en este
proceso, y su eficacia en el cultivo de tejidos
ha sido ampliamente demostrada. En este tra-
bajo se evaluaron tres niveles diferentes de la
hormona: 0,0 mg/L, 0,02 mg/L y 0,2 mg/L,
que influenciaron notablemente la induccion
de callo.

La presencia de ANA en el medio de cul-
tivo dio lugar a una rapida respuesta morfogé-
nica de los explantes. Aunque algunos autores
(Yasmin ez al., 2003) reportan que el aumento
en la concentraciéon de ANA da lugar a por-
centajes de induccién de callo mas elevados,
con las concentraciones utilizadas la diferencia
fue poco significativa. Sin embargo, se obset-
varon callos mas grandes en los tratamientos
que contenfan un nivel elevado de la hormona
(figura 2), como ha sido anotado también por
Turhan (2004).

En varios cultivares se ha encontrado
que la auxina no es requerida para el desarrollo
morfogénico del explante (Gémez ef al., 1997,
Sarker y Mustafa, 2002). Para la variedad Par-
da Pastusa, Rodriguez ez al. (2000) encontraron
mejores resultados callogénicos y regenerativos
en ausencia de auxina, utilizando como explan-
te discos de hojas. Sin embargo, en los ensayos
aqui descritos se encontraron resultados opues-
tos, lo cual indica que probablemente, ademas

del genotipo, los requerimientos hormonales
sean dependientes del tipo de explante utiliza-
do, como ya ha sido anotado (Wheeler ¢ al,
1985; Ochatt y Caso, 1986; Carputo e al., 1995;
Hamdi ez al,, 1998; Anjum y Ali, 2004). En este
estudio también se realizaron ensayos con la
variedad Parda Pastusa, pero ésta no respondio
a ninguno de los tratamientos probados (datos
no mostrados).

La zeatina parece promover el crecimiento
de callos y la diferenciacion celular (Ahloowalia,
1982); la accién conjunta de esta hormona con
un nivel adecuado de auxina parece favorecer
la callogénesis, como lo revel6 la interaccion
existente entre estos dos factores.

Comportamiento regenerativo

El proceso regenerativo fue influenciado
significativamente por las tres hormonas, segun
lo demuestra el analisis estadistico (p 0,0497,
<0,0001 y 0,0028 para ZR, ANA y AG3 respec-
tivamente). Los primeros indicios de regenera-
cién se evidenciaron hacia la tercera semana en
el tratamiento 8 (ZR 3 mg/L, ANA 0,02 mg/L,
AG3 1,0 mg/L), y llegaron a un valor miximo
hacia la octava semana. En los tratamientos 3,
4,7, 9-12 el proceso se inicié en la cuarta se-
mana, y en los tratamientos carentes de auxina
(1, 2, 5y 0) la regeneracion de brotes inici6 en
la quinta semana.

Figura 2. Comportamiento callogénico y regenerativo. A. Sin auxina (0,0 mg/L).
B. Nivel bajo de auxina (0,02 mg/L). C. Nivel alto de auxina (0,2 mg/L).
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El efecto mas marcado sobre esta variable
lo tiene el nivel de auxina. Una concentracion
baja de ANA, como la utilizada en los trata-
mientos 3, 4, 7 y 8 (0,02 mg/L), demostr6 ser
adecuada para la regeneracién de brotes. Los
tratamientos carentes de auxina (1, 2, 5y 6) no
alcanzaron porcentajes de regeneracion apro-
piados (figura 3), siendo necesaria la presencia
de esta hormona para que el proceso se lleve
a cabo completamente. Una concentracion
elevada de auxina (tratamientos 9, 10, 11 y 12)
parece ejercer un efecto inhibitorio sobre la
formacion de brotes.

El nivel de ANA en el medio de cultivo
confirmé ser muy importante para obtener una
respuesta favorable en la induccion de brotes.
Un nivel elevado de la hormona provocd un
porcentaje de regeneraciéon bajo (tabla 2), a
pesar de que todos los explantes formaron ca-
llos vigorosos, sugiriendo que altas concentra-
ciones pueden inhibir fuertemente el proceso
regenerativo como ha sido citado por algunos
autores (Lam, 1977; Jarret et al, 1980). El bajo
porcentaje de inducciéon de callo obtenido a
partir de los tratamientos carentes de auxina
se vio representado en la baja produccion de

Figura 3. Comportamiento regenerativo segun tratamiento. Datos promedios tomados

a la octava semana de observacion.

Tabla 2. Efecto del nivel de la hormona sobre las variables % de induccién de callo,
% de regeneracion y No. de regenerantes / explante.

% Induccion % No. regenerantes /

X de Callo Regeneracion explante

Horm. Nivel
Media Desv. Est. Media Desv. Est. Media Desv. Est.

1 62.2449 40.9567 33.1292 26.7970 4.6044 5.5627
ZR

2 69.1534 37.8910 38.5866 31.6418 4.8941 3.5844

1 16.0318 11.3283 15.0794 11.7563 7.6911 6.4016
ANA 2 86.0683 13.2296 70.4273 22.1086 4.6913 1.5431

3 100.000 0.00000 26.0204 16.4815 1.6511 0.8859
AG3 1 60.6803 39.6427 30.1814 27.0740 4.2654 3.4794

2 70.7180 38.9076 41.5344 30.5655 5.2332 5.589144
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brotes. Sin embargo, cabe anotar que todos los
callos producidos en estos tratamientos rege-
neraron exitosamente, evidenciandose la nece-
sidad de adicionar una baja concentracién de la
hormona para obtener respuestas callogénicas
y regenerativas favorables, como la utilizada en
los tratamientos 3, 4, 5 y 6.

La influencia de la zeatina y la zeatina 1ib6-
sido en el proceso de regeneracion ha sido desta-
cada en varios trabajos. Dale y Hampsom (1995)
aseguran que la adicién de esta hormona en el me-
dio acelera la formacién de yemas, y Ahloowalia
(1982) anota que es efectiva promoviendo la
formacién de brotes. El efecto de esta hormona
sobre la regeneracion esta estrechamente ligado
al nivel de auxina presente en el medio, como lo
evidencia la interaccién que muestran estos dos
factores en el analisis estadistico.

La presencia de acido giberélico en el me-
dio de cultivo estimula la iniciacién y formacion
de tallos adventicios, asi como también actia
intensificando la respuesta a otros reguladores
(Webb e# al., 1983), favoreciendo la organogé-
nesis (Ochatt y Caso, 1986). Una concentracion
elevada de este regulador (tratamientos 2, 4, 0,
8, 10 y 12) permiti6 evidenciar una mejor res-
puesta callogénica y regenerativa, confirmando
la importancia de esta hormona en la optimiza-
cién de la organogénesis i vitro.

Al evaluar el efecto combinado de los tres
firorreguladores (figura 4), se aprecia que el
tratamiento mas adecuado para el proceso de
regenerativo en esta variedad es el 8 (ZR 3,0
mg/L, ANA 0,2 mg/L, AG3 1,0 mg/L).

Niimero de regenerantes

por explante

Los datos de esta variable no se distribu-
yen normalmente, por esta razén no se some-
tieron a andlisis de varianza. Sin embargo, la
figura 3 permite observar que el nivel de ANA
utilizado en el medio de cultivo influencia nota-
blemente la respuesta de esta variable.

Los tratamientos carentes de auxina (1, 2,
5y 6) presentan el mayor numero de brotes por
explante (7,89 £ 1,97). Los tratamientos 3, 4, 7
y 8 (ANA 0,02 mg/L), muestran un promedio
de 4,69 = 1,54 regenerantes, mientras los tra-
tamientos que tenfan altas concentraciones de
acido naftalénacetico (0,2 mg/L) presentan un
nimero medio de regenerantes por explante
notablemente menor al obtenido con un nivel
bajo y en ausencia de auxina (tabla 2). Los nive-
les de ZR y AG3 parecen no ejercer un efecto
significativo sobre este caricter.

El nivel de ANA fue el unico factor que
mostro influenciar el nimero de brotes produ-

Figura 4. Numero de regenerantes por explante segun tratamiento. Datos promedios tomados a la octava

semana de observacién.
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cidos por explante. Altas concentraciones de
auxina disminuyeron notablemente el poten-
cial organogénico de los callos, los pocos que
iniciaron formacion de brotes lo hicieron en un
nimero muy bajo. Una concentracion baja, o
la ausencia de esta hormona, dieron lugar a un
buen nimero de brotes por cada callo. Aunque
la ausencia de auxina demostré ser favorable
para la obtencién de un nimero mas alto de
regenerantes por explante, ejerce una influen-
cia negativa sobre los procesos de callogénesis
y regeneracion.

La zeatina ha demostrado aumentar el nu-
mero de brotes por explante (Dale y Hampson,
1995; Park et al., 1995; Yadav et al., 1995), sin
embargo, en las concentraciones aqui descri-
tas no hubo una diferencia significativa, tal vez
porque las dos estan a un nivel elevado, siendo
poco notorio el efecto de esta hormona.

Conclusiones

Los ensayos realizados demuestran la im-
portancia de la combinacion de los tres tipos
hormonales en la inducciéon de callo y subse-
cuente regeneracion. Probablemente, su inte-
raccion a nivel fisiologico crea las condiciones
necesarias para que el tejido se desdiferencie y
exprese su totipotencialidad.

Comparando los resultados obtenidos
en los doce tratamientos para cada una de las
variables estudiadas se puede concluir que la
adicion de 3,0 mg/L de zeatina ribésido, 0.02
mg/L de 4cido naftalénacetico y 1,0 mg/L de
acido gibérelico en el medio de cultivo, consti-
tuye una formulaciéon hormonal adecuada para
inducir el proceso de organogénesis indirecta
sobre la variedad de papa Pastusa Suprema, ob-
teniendo porcentajes de regeneracion de 92,9
% £ 4,9, y un nimero medio de regenerantes
por explante de 6,37 + 1,03.
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