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Resumen

En Venezuela existen cultivares y ecotipos de pifia (A. comosus) de importancia local, entre ellos los amazénicos, cultivados prin-
cipalmente por los aborigenes Piaroa. Ellos siembran los propagulos lo cual restringe la disponibilidad de material para el cultivo a
gran escala. Se abordé la limitacion recurriendo al cultivo de tejidos vegetales para la propagacion in vitro de plantas de pifa,
ecotipo amazénico Gobernadora, mediante embriogénesis somatica (ES) y organogénesis adventicia (OA). El material vegetal
empleado correspondié a secciones basales e intermedias de hojas. Sélo las secciones de base foliar (SBF) fueron morfogénica-
mente inducidas. El mayor ndmero de vitroplantas (1,58 plantas/explante) se obtuvo del callo embriogénico inducido en medio
MS con Picloram 10 mg.L" + Tidiazuron 2 mg.L", transferido a MS sin hormonas. En el proceso organogénico, se obtuvo el mayor
nimero de plantas/explante (5) por via directa en MS con 4cido naftalenoacético 5 mg.L™' + bencilaminopurina 0,25 mg.L", trans-
ferido a MS. Siendo este dltimo el mejor sistema de cultivo in vitro por su productividad y por ser una ruta que minimiza la varia-
cién somaclonal.

Palabras claves: bases de hojas, embriogénesis somatica, organogénesis adventicia, acido naftalenoacético, Tidiazuron.
Abstract

There are a number of pineapple (Ananas comosus) cultivars and ecotypes of local commercial importance in Venezuela, among
them the Amazonian ones, cultivated mainly by the aboriginal Piaroa, are of relevance. They sow the propagules, which restricts
the availability of material for large-scale cultivation. This limitation was approached by plant tissue culture for in vitro propagation
of Amazonian pineapple plants, Gobernadora ecotype, through somatic embryogenesis (ES) and adventitious organogenesis
(OA). Basal and intermediate sections of leaves were tested. Only the leaf base sections (FBS) were morphogenically induced. The
highest number of vitroplants (1.58 plants / explant) was obtained from the embryogenic callus induced in MS medium with Piclo-
ram 10 mg.L" + Thidiazuron 2 mg.L", transferred to MS medium without hormones. In the organogenic process, the highest num-
ber of plants/explants (5) was obtained directly in MS with naphthaleneacetic acid 5 mg.L" + benzylaminopurine 0.25 mg.L",
transferred to MS. The latter being the best in vitro culture system due to its productivity and for being a method that minimizes
somaclonal variation.
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Introduccion

Ananas comosus (L.) Merr. (Bromeliaceae) es una de
las especies tropicales de mayor importancia comer-
cial debido a la gran aceptacion del fruto por parte de
los consumidores en todo el mundo (Coppens & Leal,
2003; Davey et al., 2007; OGTR, 2008). El cultivar
‘Cayena Lisa’ domina el mercado mundial de la pifa
(Montilla  de Bravo et al, 1997; Coppens
d’Eeckenbrugge et al, 2011). En Venezuela para el
ano 2012, era el quinto rubro vegetal en importancia
después del arroz, caha de azlcar, maiz y banano
(FAOSTAT, 2012), con una produccion de 425.000
TM; para el afo 2013, superé las 550.000 TM
(FAOSTAT 2015). El cultivar que domina el mercado
nacional de este fruto es la ‘Espafiola Roja’ (Montilla
de Bravo et al, 1997; Sanchez, 2013). Sin embargo,
existen ecotipos venezolanos de pifa que son de im-
portancia local, entre ellos los amazoénicos cuyo mer-
cado esta restringido sélo a varias localidades del es-
tado Amazonas y los cuales son cultivados por abori-
genes de la etnia Piaroa (Betancourt, 2006; Gutiérrez
et al, 2011). Los Piaroas emplean el método de culti-
vo convencional que consiste en la siembra de propa-
gulos (Py et al., 1984; Roostika & Mariska, 2003; Cop-
pens & Leal, 2003; Betancourt, 2006; OGTR, 2008;
Coppensd’Eeckenbrugge et al., 2011). Este método de
cultivo presenta limitaciones como bajas tasas de cre-
cimiento y multiplicacion (Davey et al., 2007), el tiem-
po requerido para la fructificaciéon a partir de la siem-
bra de propagulos puede ser de hasta dos afos
(Roostika & Mariska, 2003) y la propagacién produce
un ndmero muy limitado de propagulos, lo cual res-
tringe la disponibilidad de material vegetal para el
cultivo a gran escala.

Dada la importancia comercial de la especie y las limi-
taciones del cultivo convencional, se recurrié al culti-
vo de tejidos vegetales (CTV) como método alternati-
vo para la produccion masiva de plantas, lo cual re-
dundaria en el aumento de la produccién del fruto
para su industrializacién, consumo fresco y, adicio-
nalmente, permitiria el mantenimiento de bancos de
germoplasma. EI CTV es una herramienta biotecnolé-
gica que ha sido utilizada para la propagacién masiva
in vitro de plantas de interés comercial, incluyendo
diferentes cultivares y ecotipos de A. comosus (Casale
& De Garcia, 1987; Firoozabady & Gutterson, 2003;
Roostika & Mariska, 2003; Sripaoraya et al., 2003;
Mogollon et al,, 2004; Firoozabady & Moy, 2004;
Amin et al., 2005; Davey et al, 2007; Saucedo et al.,
2008; De Garcia et al., 2008; Pineda, 2009; Blanco et
al., 2011; Pineda et al,, 2012).

La presente investigacion se desarroll6 con el objetivo
de regenerar in vitro plantas del ecotipo amazénico
Gobernadora mediante los procesos de embriogéne-
sis somatica (ES) y organogénesis adventicia (OA).

Materiales y métodos

El material vegetal utilizado para la investigacion co-
rrespondié a explantes foliares tomados de plantas
micropropagadas a partir de yemas axilares de la pifa
Gobernadora (Blanco et al, 2011). Este material se
mantiene en el banco de germoplasma in vitro del
laboratorio de Biotecnologia Vegetal, IBE-UCV.

El ecotipo Gobernadora proviene de los sembradios
ubicados en la localidad de Betania del Topocho, mu-
nicipio Atures del estado Amazonas, Venezuela. Los
medios de cultivo utilizados en la investigacion se
prepararon basindose en o a partir de las sales de
Murashige & Skoog (1962) (MS), con la adicion de
vitaminas, aminoacidos y reguladores de crecimiento.
Los medios difirieron entre si segtin el tipo y concentra-
cion de fitoreguladores adicionados (ver tablas 1y 2).

Regeneracion via Embriogénesis somatica (ES)

Obtencién de callo embriogénico (CE). Las secciones
de la base y parte media de hojas jovenes (posiciones
4@ y 5% desde el dpice) de vitroplantas de 12 meses
de crecimiento, con un tamano 10 cm, fueron cultiva-
das en medios de inducciéon de CE. En esta primera
fase, los medios estaban constituidos por MS comple-
mentado con una auxina o en combinaciéon con con-
centraciones relativamente bajas de citocininas. Las
auxinas empleadas fueron acido 4-amino-3, 5,6-
tricloropicolinico  (Picloram, P) vy d4cido 2,4-
Diclorofenoxiacético (2,4-D) y las citocininas fueron
Né-Benciladenina (BA) y Tidiazuron (TDZ) (tabla1).

Los tejidos fueron incubados en oscuridad a 25 + 1°C
durante 10 semanas. Se determiné la frecuencia de
induccién de CE expresada en porcentaje y promedio
de embriones somaticos/explante.

Maduraciéon de embriones somdticos y conversion a
plantas. Después de 10 semanas en medios de induc-
cién, los CE con embriones somaticos fueron despren-
didos del explante, seccionados y transferidos a me-
dios libres de auxina (MLA). Los cultivos fueron man-
tenidos por 6 semanas en camaras de crecimiento
con fotoperiodo (16h luz blanca 56 umol.m?.s' y 8h
de oscuridad), a 25 = 1 °C. Los MLA utilizados en esta
fase del proceso fueron MS basal y MS con 3 mg.L"
de BA (MSB3). A las 2 semanas de cultivo se deter-
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Tabla 1. Medio de cultivo utilizados para la induccidn embriogénica en Ananas comosus ecotipo Cobermadora

Reguladores de crecimiento (mg.L”) Reguladores de crecimiento (mg.L")
Medios P TDZ Medios 24D BA
EP1 1.00 0.00 ED1 1.00 0.00
EP1T1 1.00 1.00 ED1B1 1.00 1.00
EP1T2 1.00 200 ED1B2 1.00 200
EP5 5.00 0.00 EDS 5.00 0.00
EP5T1 5.00 1.00 ED5B1 500 1.00
EP5T2 5.00 200 ED5B2 5.00 200
EP10 10.00 0.00 ED10 10.00 0.00
EP10T1 10.00 1.00 ED10B1 10.00 1.00
EP10T2 10.00 200 ED10B2 10.00 200
Control 0.00 0.00 Control 0.00 0.00

E: Indica que son medios para embriogénesis somdtica, P: Picloram, D: 2,4.D, B: BA v T:TDZ El nimero que acompafa cada letra es la concentracidn en ma.l”

de cada regulador de crecimiento

Tabla 2. Medios de cultivo utilizados para la induccidn del proceso

organogénico en Ananas comosus ecotipo Cobernadora.

Reguladores de crecimiento
Medios de cultivo (me.L")
2,4-D ANA BA
OD.5 0.5 0 0
OD.5B1 0.5 0 1
OA1B2 0 1 2
OA2B2 0 2 2
OA2B5 0 2 5
OA5B25 0 5 025

O: Indica que son medios para organogénesis adventicia. D: 2,4.D,
A: ANA B: BA. El nimero que acompafa a cada letra es la

concentracion ma.l”’ de cada regulador de crecimiento.

miné el porcentaje de germinacion de embriones, y a
las 6 semanas el promedio tanto de vastagos/explane
como plantas/explante.

Regeneracion via Organogénesis adventicia (OA)

Induccién organogénica. A diferencia de lo realizado
en la ES, en la OA sélo utilizamos las secciones de
base foliar (SBF) como explante, debido a lo observa-
do en la ES de Gobernadora y a que zona media de
la hoja tampoco dio respuesta morfogénica en las
investigaciones con pina ‘Eriiwa Kand’ que es otro
ecotipo amazoénico (resultados no publicados).

En este proceso se empleé medios suplementados
con la auxina 4cido naftaleno-acético (ANA) en com-
binacion con la citocinina BA a diferentes concentra-
ciones y la auxina 2,4-D sola y con BA (tabla 2). Los
tejidos se incubaron en camaras de crecimiento con
fotoperiodo 16h luz/8 h oscuridad y a 25 = 1 °C du-
rante 10 semanas, luego se determiné el porcentaje
de respuesta organogénica, promedios de vastagos/
explante y plantas/explante.

Desarrollo de plantas. A las 10 semanas de cultivo, los
callos organogénicos (CO) y/o brotes formados por
via directa fueron desprendidos del explante y transfe-
ridos a medios MS basal (MS). Los cultivos fueron
mantenidos por 6 semanas en camaras de crecimien-
to con las mismas condiciones sefnaladas en el parrafo
anterior. Se determiné el promedio de plantas por
tejido-organogénicamente-inducido y el promedio de
plantas/explante.

Estudio histologico de la embriogénesis somatica y
organogénesis adventicia

Preparacién histolégica del material. Se tomaron mues-
tras de los cultivos en diferentes etapas de desarrollo
tanto embriogénico como organogénico. Las etapas
consideradas fueron; explante antes de induccidn,
formacién de callo (tanto en ES como OA), presencia
de embriones somaticos globulares y post-globulares
(en el caso de ES), callo con meristemoides y brotes
adventicios formados ya sea por via directa o indirec-
ta (en el caso de OA). Las muestras de tejidos vegeta-
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les se transfirieron a frascos con etanol al 70% para su
preservacion. Se realizaron cortes transversales a ma-
no alzada de los tejidos preservados utilizando hoji-
llas, a los cortes se les realizé una hidratacién en un
solo paso con agua destilada y fueron fijados con gli-
cerina al 30%. Para las observaciones se utilizé un
microscopio de luz Nikon 14 MLAB-2. Para la identifi-
cacion de los tejidos presentes en los explantes folia-
res, se consultaron la anatomia comparada descrita
por Tomlinson (1969) y Lindorf et al. (1991).

Diseno experimental y analisis de los datos

Se abordaron dos aspectos en la investigacion en el
ecotipo de pina Gobernadora: I-Regeneracion via in-
duccién de ES y II- Regeneracion via organogénesis.

En el aspecto |, el objetivo fue seleccionar el mejor
protocolo para la ES a partir de BF de la pifna Gober-
nadora. Se hicieron tres disefios experimentales:

1- Induccién de callo embriogénico (CE). En el mismo
se probaron 18 tratamientos con diferentes concen-
traciones de reguladores de crecimiento, mas 2
controles, (tabla 1); se sembraron 20 explantes por
tratamiento, 5 explantes/25 ml de medio. La varia-
ble evaluada fue el porcentaje de callo formado =
[N° explantes con callo/N° total explantes cultiva-
dos] X 100).

2- Formacién de embriones. Se seleccionaron 6 trata-
mientos del ensayo anterior en los que se produje-
ron CE, y se sembraron en ellos secciones de los
CE. Las variables evaluadas fueron nimero de em-
briones totales, y nimero de embriones promedio
por explante (tabla 4).

3- Evaluacion de la germinacion de embriones y rege-
neracion de plantas en medios sin auxina (MLA), a
partir de embriones provenientes de diferentes me-
dios de induccién embriogénica (MICE). Se disen6
un experimento donde embriones provenientes de
los tres medios MICE, fueron colocados en medios
libres de auxina: MS y MS con BAP 3 mg.L-1
(MSB3) (Tabla 5). Las variables evaluadas fueron: a)
Porcentaje de germinacion= [N°vastagos/N° em-
briones cultivados en MLA] X 100.

b) Ndmero de vastago por explante= [N°vastagos/
N° embriones cultivados en MLA] X promedio
de N° embriones por explante, y ¢) Ndmero de
plantas por explante= [N°vastagos enraizados/
N° embriones cultivados en MLA] X promedio
de N° embriones por explante.

En el aspecto ll, se fij6 como Objetivo estandarizar un
proceso organogénico en la especie. Se programaron
dos ensayos.

1- Induccién de organogénesis. Se probaron 6 diferen-
tes medios de cultivo con diferentes combinacio-
nes de reguladores de crecimiento (tabla 2). Se
colocaron 20 explantes por tratamiento, 5 explan-
tes/25 ml de medio. Las variables evaluadas fueron:
% respuesta organogénica = [N° explantes con res-
puesta organogénica/N° explantes totales cultiva-
dos] X100, % formaciéon CO y % OA directa (tabla
6).

2- Desarrollo caulogénico y rizogénico de los tejidos
inducidos en medio MS. Las variables evaluadas
fueron: Numero de tejidos organogénicamente
inducidos (TOI); ndmero de vastagos por TOIl; N°
de véstagos por explante = [N° vastagos/TOI] X [N°
explantes con respuesta organogénica/N° explantes

Figura 1. Desarrollo de callo embriogénico en la secciones basal foliar de Gobernadora.1A) Morfologia general del explante, tiem-

po 0, (8X). 1B) Patron anatomico del explante previa exposicion al medio de cultivo (100X). Ead: Epidermis adaxial, Eab: Epider-

mis abaxial, CsE: capa de células subepidérmicas, HV: Haz vascular, MH: mesofilo homogéneo, PPV: Parénquima perivascular.

1C) Callo embriogénico a las 4 semanas de cultivo. CE: callo embriogénico, Exp: explante. 1D) Callo embriogénico a las 10 sema-

nas de cultivo. Se observan varios embriones sométicos en estadio globular (8X). Re: resto de explante. Las flechas senalan em-

briones somaticos globulares.
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totales cultivados] y nimero de plantas por explan-
te = [N° vastagos enraizados/TOI] X [N° explantes
con respuesta organogénica/N° explantes totales
cultivados (tabla 7).

Analisis estadistico. El efecto de los medios de induc-
cién embriogénico sobre el promedio de embrio-
nes/explante (n=20 explantes por medio), porcen-
taje de germinacion y el promedio de plantas/
explante, fueron analizados por ANOVA de una
via y las diferencias entre medias fueron compara-
das por el test HSD de Tukey con un nivel de sig-
nificancia de p < 0,05. El andlisis del efecto de los
MLA (MS y MSB3) sobre el porcentaje de germi-
nacion de embriones se realizé aplicando el es-
tadistico t-student’s (< = 0,05). El programa utiliza-
do para los analisis descritos anteriormente fue
GraphPad Prisma6é.

Resultados y discusion

Regeneracion via Embriogénesis somatica (ES)

Obtencién de callo embriogénico (CE) y embriones
somaticos. En la fase de induccién de la ES de A. co-
mosus ecotipo Gobernadora, se pudo determinar que
solo los explantes foliares provenientes de la base de
la hoja respondieron a las condiciones de induccion
embriogénica. La figura TA-B muestra la morfologia y
anatomia de la base foliar (BF) en el tiempo inicial
(tiempo 0) tanto de la ES como OA. Las secciones de
BF eran de color blanco amarillento y algunas verde
claro. Los diferentes tejidos que conforman la BF son
sefalados en la figura 1B. Estos resultados coinciden
con lo reportado por Sripaoraya et al. (2003), y Firoo-
zabady & Moy (2004), quienes demostraron que sélo
la BF responde a las condiciones de induccién para la
regeneracion in vitro de A. comosus, cultivar (cv.) Phu-
ket y cv. Cayena Lisa. Otras investigaciones muestran
el éxito de la regeneracion de la especie en estudio a
partir de BF, entre ellas la de Pineda (2009) via ES en
el cv. Espafola Roja y el ecotipo amazénico Tabé
Kéng; Pineda et al. (2012), mediante el proceso de
OA en ‘Espaiola Roja’ y Roostika et al. (2012), via ES
y OA en ‘Cayena Lisa’. La efectividad del empleo de
la seccion BF podria explicarse a su ubicacion cercana
a los meristemas axilares, puede tener regiones meris-
tematicas o tejidos recién desarrollados con células en
activa divisién que son adecuadas para la morfogéne-
sis (Firoozabady & Moy, 2004). Las secciones de BF
respondieron positivamente a seis de los dieciocho
medios de cultivo ensayados en esta investigacion. A
las 4 semanas de cultivo, los explantes formaron callo
en medios con concentraciones relativamente altas de
P (5y 10 mgL") en combinacién con TDZ (1 y 2

mg.L"), y en medios con baja concentracion de P (1
mg.L") sélo y en combinacién con TDZ (1 mg.L™")
(tabla 3). En los medios EP1T1, EP5T1, EP5T2, EP10T1
y EP10T2, se observé la formacion de callo embriogé-
nico (CE) (figuras 1C-1D).

En la figura 1C se observa que la masa de CE se forma
en un extremo de la superficie adaxial de la BF. En la
cara abaxial del explante que estuvo en contacto con
el medio, no hubo formacién de callo (figura 1C). A
las 10 semanas de cultivo, el CE desarrollado en los
medios EP5T1, EP10T1 y EP10T2, fue de aspecto no-
dular compacto (figura 1D), de color amarillo y con
embriones somaticos proliferando en su superficie
(figura 1D). Los CE en EP1T1 y EP5T2 proliferaron
poco y no formaron embriones. Firoozabady & Moy
(2004) reportaron para A. comosus ‘Cayena Lisa’ la
formacién de estructuras organizadas no friables, pro-
ducto de la proliferacion de embriones somaticos
inmaduros al cual denominaron tejidos embriogéni-
cos. El tejido descrito por esos autores fue muy similar
al obtenido en el presente estudio. Los callos forma-
dos en los medios EP1T1 y EP5T2, también se consi-
deraron de naturaleza embriogénica (a pesar de no
haberse observado embriones somaticos), debido al
patrén nodular compacto y amarillo que mostraron,
caracteristico de tejidos embriogénicos segun Firooza-
bady & Moy, (2004) y Pineda, (2009).

El callo obtenido en el medio EP1 fue morfolégica-
mente distinto al desarrollado en los medios con
P+TDZ, este formé varias hileras separadas entre si,
de apariencia no compacta, marrén claro brillante y
sin embriones; por lo que se consideré de naturaleza
no embriogénica. Sin embargo, este patrén morfolégi-
co fue muy similar al obtenido por (Pineda, 2009) en
el cv Espanola Roja, quien reporté la formacion de
callo con embriones de apariencia no compacta, for-
mando hileras paralelas a los haces vasculares de la
BF en medio MS con 3 mg.L". Asi mismo, Sripaoraya
et al. (2003), obtuvieron CE a partir de BF de pina
‘Phuket’ cultivadas en MS con 1y 3 mg.L'de P.

La frecuencia de induccion de callo fue baja en la
pina Gobernadora (los valores oscilaron entre 5 vy
20%) (tabla 3). Firoozabady & Moy (2004) reportaron
para el cv Cayena lisa un 55% de induccién en el pro-
ceso de ES en BF cultivadas en MS con P (10 mg.L") y
TDZ (2 mg.L") y sefalaron a este medio como el mas
adecuado para la induccién. Del mismo modo, Pineda
(2009) también concluyé que MS con P (10 mg.L") y
TDZ (2 mg.L") era el medio mads eficiente para inducir
la formacién de CE en las pifias ‘Espaiola Roja’ y Tabé
K&na. La frecuencia reportada por estos autores difie-
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re de lo obtenido en el presente estudio (10%) a pe-
sar de haberse utilizado el mismo medio (EP10T2).
Christianson & Warnick (1983), Namasivayam (2007)
y Jiménez (2001) sugirieron que las discrepancias en
la respuesta embriogénica, pueden deberse a diferen-
cias en el genotipo (cultivar), la edad de la planta do-
nante del explante, la edad de la hoja utilizada, los
niveles endégenos de auxina:citocinina, o una combi-
nacion de estas variables.

Las vitroplantas utilizadas en la presente investigacion
tenian 12 meses cultivadas in vitro, es posible que
haya disminuido el potencial morfogénico del explan-
te, reflejandose en tan bajos valores de induccién de
ES. En el medio EP5T1 sélo se obtuvo 5% de in-
duccion de CE en las BF (tabla 3). Sin embargo, en el

Tabla 3. Efecto de diferentes reguladores de crecimiento sobre Ia
induccién embriogénica de secciones basales foliares

Medios | % fi i6ndecallo | Medios | % f¢ i6n de callo
EP1 20 ED1 0
EP1T1 15 ED1B1 0
EP1T2 0 ED1B2 0
EP5 0 ED3 0
EP5T1 5 ED3B1 0
EP5T2 10 ED3B2 0
EP10 0 ED10 0
EP10T1 10 ED10B1 0
EP10T2 10 ED10B2 0

E: Indica que son medios para embriogénesis somdtica, P: Picloram, D:
2,4.D, B: BA y T: TDZ. EI nGmero gue acompana cada letra es Ia
oncentracién en mg.L" de cada regulacdor de crecimiento. Se cultivaron
40 explantes en cada medio. % = [N" explantes con calio/N" Total de
explantes cuitivados] X 100

mismo se contabilizaron el mayor nimero de embriones
somdticos (191) y el mas alto promedio de embriones
por explante (9,55) a las 10 semanas de cultivo (tabla 4).

Los medios MS con 5y 10 mg.L'de P sin TDZ, y las
concentraciones empleadas de 2,4-D y 2,4-D-BAP, no
indujeron respuesta morfogénica en los callos, estos
resultados nos permiten sefalar que la combinacion
de fitorreguladores P+TDZ induce la ES en la base de
hojas de la pina Gobernadora. En este mismo orden
de ideas Sripaoraya et al. (2003), encontraron que el
uso de 5 mg.Ll' de P (sin citocinina) no induce res-
puesta embriogénica en el cultivar Phuket; adicional-
mente Roostika et al. (2012), reportaron que la combi-
nacion de 2,4-D (5 y 10 mg.Ll") y TDZ (2 mg.L") oca-

Tabla 4. Mamero ce embrionres somdticos totales v
promedios obtenidos.

_ N° embiiones N° embriones
Medios .
totales prom./exp
EF1 0 o
EF1TI 0 ]
|
EP3TI 191 s
EF5TZ 0 ]
1,5°
EF10TI 30
b
EP10T2 a0 4.5

T e obtuvo dividiendo el NT de embriones totales
distinguibles en el callo entre el N” total de explantes
cultivados encada medio. Letras diferentes en la misma
columna indican gue oz wvalores  difieren
significativamente (p<0,03).

Figura 2. Anadlisis Morfoanatémico de la induccion del proceso embriogénico de Gobernadora en medio EP10T2. A)
Corte transversal de callo a las 4 semanas de cultivo. Se distinguen 3 zonas (100X). B) Detalle de células embriogénicas

en la periferia (200X). ZI: zona interna, ZM: media, ZE: externa. C) Corte transversal de callo a 10 semanas de cultivo.
Embrion somatico en estadio globular ubicado en la periferia (100X). La flecha sefala el suspensor inmerso en el callo.
D) Embrién somético en estadio post-globular formado a las de 10 semanas de cultivo (16X).
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siond solo la formacion de un callo primario heterogé-
neo (embriogénico y no-embriogénico) en el cv. Caye-
na Lisa, y observaron que el 2,4-D sélo no es suficiente
para inducir la formacién de células embriogénicas.

Los resultados de la presente investigacion estan en
concordancia con los obtenidos por Firoozabady &
Moy (2004), Pineda (2009) y Roostika et al. (2012), al
sefalar que el medio EP10T2, el cual contiene P (10
mg.L") y TDZ (2 mg.L"), como el mds adecuado para la
induccion de ES, lo que permite sugerir que la combina-
cion Picloram-TDZ tiene un efecto muy significativo so-
bre la induccion de la ES en la especie A. comosus.

En el CE de la pina Gobernadora se distinguen 3 zo-
nas anatémicas: una interna (ZI), altamente vasculari-
zada y formada por células relativamente grandes
(figura 2A); una media (ZM), con células mas peque-
fas sin vascularizacion; y la externa o periférica (ZE),
formada por células pequefas y de citoplasma bastan-
te denso (células embriogénicas) (figuras 2A-2B). Los
embriones somaticos detectados en el CE, en su ma-
yoria se encontraban en fase globular a las 10 sema-
nas de cultivo (figura 1D, figura 2C), en la figura 2C se
muestra un embrién en esa fase, ubicado en la perife-
ria del callo y unido a este dltimo por un suspensor.
Se observaron pocos estadios post globulares y solo
fueron observados en tejidos cultivados en el medio
EP10T2 (figuras 2D y 4A), especificamente en la figura
2D se sefala un embrién con una morfologia seme-
jante al estadio torpedo. Autores como Pineda (2009)
y Roostika et al. (2012), han sefalado la presencia de
diferentes formas de embriones somaticos; fases glo-

bulares y alargadas en las pifas ‘espafola roja’ y ‘Tabé
Kadnd’, y fases globulares y escutelares en el cultivar
‘Phuket’, respectivamente. La presencia de auxina
detiene o retarda el desarrollo de los embriones
somaticos por lo que es necesaria la transferencia del
tejido embriogénico a medios libres de auxina para la
prosecucion de su desarrollo (Smith & Krikorian,
1990; Zimmermam, 1993; Jiménez, 2001).

El andlisis ontogénico de la ES revel6 que las células
del CE son de citoplasma denso y su origen se asocia
s6lo a la superficie adaxial de las BF (tejido epidérmi-
co y/o subepidérmico) (figura 3A). Esto concuerda
con el analisis morfolégico del callo, el cual se ob-
servd muy superficial en el haz del explante (figura
1C). La figura 3B muestra la polaridad del desarrollo
del CE en el envés de la BF (abaxial) que estuvo en
contacto con el medio, se observaron los tejidos in-
tactos, no se evidencié ningin evento morfogénico.

Varios autores han obtenido resultados similares utili-
zando diferentes especies vegetales: Canhoto & Cruz
(1996) indicaron que embriones somaticos de la pifa
guava (Feijoa sellowiana), se desarrollaron a partir de
células epidérmicas y de capas de células meristemati-
cas de origen sub-epidérmico en los cotiledones. Fer-
nando et al. (2002), determinaron que el proceso de
ES, en dos genotipos de Glicine max, se desarroll6 a
partir de células sub-epidérmicas del mesdfilo cotile-
donar. Kuo et al. (2005), observaron que en Phalae-
nopsis sp., los embriones somaticos se formaron en la
superficie adaxial de explantes foliares a partir de célu-
las epidérmicas por via directa. Pineda, (2009) reportd

Figura 3. Ontogenia del CE de Gobernadora. 3A) El origen del callo esta asociado a los tejidos periféricos adaxiales
del explante (epidermis y capa subepidérmica) 400X. 3B) Se observa que la regién abaxial del explante no intervie-
ne en la formacién del callo. Ead: epidermis adaxial, Eab: epidermis abaxial, CE: callo, Cse: capa de células sub-

epidérmicas, Clo: clorénquima poco desarrollado.

Regeneracion in vitro de pifa Gobernadora
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Figura 4. Desarrollo de embriones somaticos a partir del callo cultivado en MS del ecotipo Gobernadora. 4A)
embrién somdtico en estadio posterior al globular (alargado) en la periferia del callo (100X). 4B) Emergencia de
primera hoja (sefialado con flecha) del embrién somatico a las 2 semanas de cultivo. (8X). 4C) Véstago con for-
macién der raices a las 6 semanas de cultivo. Raices sefalada con flechas.

que una de las regiones de origen de la ES directa, en
la pifa ‘Espanola Roja’, fue en el haz de la BF. Vega et
al. (2009), senalaron para la ES indirecta en un cultivar
de arroz, que las células embriogénicamente compe-
tentes se localizaron en el epitelio escutelar de em-
briones cigéticos maduros.

El andlisis histolégico del callo no embriogénico for-
mado en EP1, revel6 que su origen se asocia al parén-
quima perivascular de la BF.

Maduraciéon de embriones somadticos y conversion a
plantas. Los CE con embriones maduros (figura 4A)
provenientes de EP5T1, EP10T1 y EP10T2, fueron sec-
cionados y parte de ellos transferidos a dos medios
libres de auxina (MLA): medios MS y MS con BAP 3
mg.L" (MSB3). Los callos poco proliferativos (y sin
embriones) formados en EP1T1 y EP5T2 no fueron
evaluados en esta segunda fase, estos callos se transfi-
rieron a medios de induccion frescos, para aumentar
su masa callogénica.

A las 2 semanas de cultivo en MLA, los embriones
maduros y parte de los CE se tornaron de color verde,
evidenciando la apariciéon de los primordios foliares
(figura 4B). En los porcentajes de germinacion (% G)
en medios MLA, no se observé diferencias estadistica-
mente significativas entre los medios MS y MSBAP3 (t
student’s: t= 14,32 g.l= 1, <= 0,05). Sin embargo, en
todos los casos, los valores en el medio MS fueron
ligeramente mayores a los obtenidos en MSB3 (tabla
5). A las 6 semanas se determinaron los nimeros de
vastagos/explante y plantas/explante en los MLA (MS
Y MSB3) y estos indicaron que, en general, el cultivo
de CE en MS fue la mejor condicién in vitro para la

conversion a plantas de Gobernadora (tabla 5). En ese
medio, el 100 % de los vastagos formaron raices y
hubo alargamiento de las primeras hojas (figura 4C);
mientras que, en los crecidos en medio MSB3, las
hojas se mantuvieron como primordios y no hubo
rizogénesis. Pineda (2009), reporté que no observo
diferencias significativas entre el MS y el MS suple-
mentado con 1 mg.L" de BA, en cuanto a la eficiencia
de germinacion de embriones somaticos del A. como-
sus cv Espafola roja y el ecotipo Tabé Kidnd. Otros
investigadores como Roostika et al. (2012), Firoozaba-
dy & Moy (2004) y Sripaoraya et al. (2003), sefialan
que los medios mas adecuados para la germinacién y
desarrollo de embriones somaticos de cv. Cayena lisa
y Phuket, fueron aquellos suplementados con BA.

Hubo diferencias estadisticamente significativas entre
los medios de inducciéon EP10T2 y EP5T1 con respec-
to al % G (ANOVA F=17,05 P<0,05). Los embriones
somaticos formados en el medio EP10T2, presentaron
los % G: 35 % y 30,43% en MS y MSB3, respectiva-
mente (tabla 5). Mientras que, los obtenidos en
EP5T1, tuvieron los menores valores (tabla 5). Estos
resultados sugieren que las concentraciones emplea-
das de Py TDZ en la fase de induccién de CE, influ-
yen de alguna manera, en la eficiencia de conversion
embrion-planta de A. comosus ecotipo Gobernadora.
Se considera que el protocolo mas adecuado para la
regeneracion de plantas de Gobernadora via ES, es el
cultivo de secciones de BF en EP10T2 vy la transferen-
cia del CE a medio MS.

Regeneraciéon via Organogénesis adventicia (OA). El
tiempo inicial (tiempo 0) del proceso organogénico,
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Tabla 5. Evaluacién ce la germinacién v regeneracién de plantas de la pifa ecotipo CGobernacdora,

en medios MLA, a partir de

embriones provenientes de diferentes medios de induccién embriogénica.

= > & % *%
N° embriones cultivados en .. Neplantas /explante
ARE MLA geminaciom N°vistagos/explante § N°pla /expla
MS MSB3 MS MSB3 MS MSB3 MS MSB3
_ 16,42° 13575 1,57° 131 1,57*
EP3T1 67 73 0
it 23,087 17,65° 035° 0,26 035
EP10T1 13 17 0
35 30,43 1,58* 137° 1,58*
EP10T2 40 3 0

MICE: Medios de induccién de CE. ~: [N°

vastagos/N° embriones
cultivados en MLA]X promedio N° embriones por explante. §: [N°

L

cuitivados en MLA]X 100 ~7: [N" vastagos/N" embriones
vastagos enraizados/N” embriones cuitivados en MLA] X

promedio de N° embriones porexplante. Letras diferentes en la misma columna indicanque los valores difieren significativamente

(p<0,05).

corresponde al momento en que se inoculan seccio-
nes de BF en los medios de induccién (figura 1).

Induccién organogénica. Hubo respuesta morfogénica
a las 3 semanas de cultivo en medios con ANA+BA,
siendo el medio MS suplementado con 2 mg.L'de
ANA y 5 mg.L" de BA (OA2B5) el méas adecuado para
la obtencién de callo organogénico (CO) (100 %)
(tabla 6). El CO era de color amarillo claro, y a partir

de las 4 semanas de cultivo fue tornandose verde. El
andlisis histolégico del CO revel6 un tejido no estruc-
turado formado por células de citoplasma claro con
alta vascularizacion en toda su extension y no se ob-
servaron meristemoides (figura 5A). El CO es diferente
al CE, el cual esta estructurado en tres zonas y la vas-
cularizacion sélo se desarrollé6 en la parte interna
(comparar figura 5A con figura 2A).

Figura 5.Induccion organogénica en secciones de base foliar de Ananas comosus Gobernadora. A) Corte transversal
de CO formado en el medio OA2B5. Se observa que el CO es poco diferenciado, un tejido parenquimatico con
abundante tejido vascular (40X). B) Yema adventicia formada en el medio OA5B.25 por via directa sobre el explante
(sefalado con flecha oscura). El corte revela, adicionalmente, la perdida de integridad de los haces vasculares
(sefalado con flechas blancas) (40X).

Regeneracion in vitro de pifa Gobernadora

15



En los medios OA5B.25 (ANA, 5mg.l'+ BA, 0,25
mg.L") y OA2B2 (ANA, 2 mg.L'+ BA, 2 mg.L") se for-
maron brotes miiltiples directamente sobre el explan-
te (OA directa). Similares resultados obtuvieron Firoo-
zabady & Moy (2004), en la induccién de OA directa
en BF de ‘Cayena Lisa” en presencia de los fitorregula-
dores ANA+BA; soportando la importancia de la ac-
cion de ANA y BA sobre la OA.

En los medios OD.5, (con 2,4-D solo), OD.5B1 (con
2,4D y BA) y OA1B2 (con ANA 1T mg.L'' y BA 2 mg.l’
1, no hubo respuesta morfogénica (tabla 6); no obs-
tante Sripaoraya et al. (2003), y Amin et al. (2005),
reportaron la formacién de CO sobre BF en medios
de cultivo que contenian 2,4-D para los cultivares de
pina Phuket y Giant Kew, respectivamente. Adicional-
mente Pineda et al. (2012), obtuvieron CO tanto con
2,4-D solo, como con ANA+BA en la ‘Espafiola Roja’,
y Roostika et al. (2012) obtuvieron CO en BF de
‘Cayena lisa, en medios con 2,4-D’. Se observa que a
diferencia de la pina Gobernadora, existen varios cul-
tivares de pifa cuyas BF responden positivamente a la
induccién morfogénica del 2,4-D, lo cual segin Chris-
tianson & Warnick (1983), Namasivayam (2007) podr-
ia estar relacionado a diferencias de la concentracion
endogena de fitohormonas en los tejidos de los dife-
rentes tipos de pifa.

La figura 5B muestra la formaciéon de una yema ad-
venticia directamente sobre la seccién de BF. Adicio-
nalmente, el corte transversal del explante inducido,
muestra que la integridad de los haces vasculares se
ha perdido, debido a que no se reconoce el patrén
tipico del haz cerrado con casquetes de fibras
(comparar figuras 5B con 1B). Este resultado puede

indicar que el origen de OA esta asociado a los teji-
dos vasculares.

Desarrollo de véstagos de origen organogénico y enrai-
zamiento. De los siete explantes con respuesta orga-
nogénica indirecta al medio OA2B5 (100 %), cuatro
de ellos fueron seccionados y transferidos a MS, al
igual que aquellos con OA directa como respuesta a
los medios OA5B.25 y OA5B2 (tabla 6). A las 6 sema-
nas de cultivo, el mayor ndmero de vastagos en MS
se observé en los tejidos provenientes de OA2B2; sin
embargo, para este mismo medio, se obtuvo el menor
promedio de vastagos/explante (V/E) (tabla 7). Los
mayores valores obtenidos de V/E fueron para aque-
llos explantes inducidos tanto en el medio OA5B.25
(OA directa), como en el OA2B5 (indirecta) (tabla 7).
Por la via directa ocurrié tanto caulogénesis como la
rizogénesis (100%) a las 6 semanas en MS (figura 6A;
tabla 7). No fue este el caso para los obtenidos por
OA indirecta, en los cuales las raices se observaron a
las 9 semanas de cultivo. Estos resultados coincidieron
con los senalados por Firoozabady & Moy (2004) y
Pineda et al. (2012), en cuanto a la eficacia del medio
MS con ANA, 5 mg.L'' y BA, 0,25 mg.L" para la rege-
neracién de vastagos de los cultivares Cayena Lisa y
Espanola Roja, respectivamente.

El CO (formado en OA2B5) a las 6 semanas de culti-
vo en MS, se torno verde oscuro y compacto. Se for-
maron en su superficie yemas adventicias y mdltiples
brotes. La zona interna del CO es verde claro zona
interna del CO es verde claro y se observé tejido vas-
cular que va desde el callo hasta los vastagos adventi-
cios ubicados en la periferia (figura 6B). Las figuras 6C

Tabla 6. efecto cde dierentes medios de cultivo en la induccién del proceso
organogénico en Ananas comosus ecotipo Gobernadora.

Medios de cultivo ;Z;::::::: % fommacién CO % OA directa
OD.5 0.00 0.00 0.00
OD.5B1 0.00 0.00 0.00
OA1B2 0.00 0.00 0.00
OA2B2 6.67 0.00 6.67
OA2B5 100.00 100.00 0.00
OA5B.25 25.00 0.00 25.00

O: Indica que son medios para organogénesis. A: ANA, D: 4-D, B: BA. El nGmero

que acompana a cada letra es la concentarcién en mg. L de cada regulador de

crecimiento.
cultivados] X 100.

~: [N® explantes con respuesta organogénica/N° explantes totales
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Tabla 7. Desarrollo culogénico v rizogénico en medio MS a partir de tejidos organogénicamente inducidos.

Desarrollo de vastagos a las 6 semanas de cultivo en MS
Medios de cultivo N° TOI cultivados N° Vastagos/TOl |* N° vastagos/explante | ** N° plantas/explante
0A2B2 18§ 30,00+ 0,0 2,00 £0,0 2,00 £ 0,0
QA2ZB5 40 425 +222 425 +222 0
QA5B.25 28 20,00 £2,83 500 £0,71 500 + 0,71

TOI: Tejidos organogénicamente inducidos. Callo organcgénico (sefalado con el simbolo ®) ¢ brotes mutiples
(sefialados con el simbolo §). *: [N° vastagos/TOI] X [N° explantes con respuesta organogénica/N® explantes
totales cultivados]. **: [N® vastagos enraizados/TOI] X [N° explantes con respuesta organogénica/N® explantes

cultivados].

Figura 6. Organogénesis adventicia directa e indirecta en Ananas comosus ‘Gobernadora’ a las 6 semanas de cultivo
en MS. A) Viéstagos enraizados obtenidos por via directa. La vitroplanta de la derecha tiene 5 cm de longitud. Las
raices son sefnaladas con flechas. B, C y D) Via indirecta. B) corte transversal de callo embriogénico. Se observa el
tejido vascular (trazas blancas) que va desde el callo hasta los brotes (8X) C) Brote adventicio formado en la periferia
del callo. Se observa meristema apical (flecha blanca) rodeado de primordios foliares (40X) D) Detalle de meristema
apical del vastago (100X).

Regeneracion in vitro de pifa Gobernadora
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y 6D corresponden a uno de estos vastagos de aproxi-
madamente 3 mm de longitud.

La OA directa fue el sistema de regeneracion in vitro
mas productivo en cuanto a proliferacion de vastagos
ya enraizados de pifa Gobernadora. La formacién dire-
cta de plantas a partir de cultivo de tejidos, minimiza la
probabilidad de inestabilidad genética y/o epigenética,
causada por la formacién de callo. En la ruta indirecta,
el crecimiento desorganizado del callo esta relaciona-
do con una mayor ocurrencia de variacion somaclonal
(Karp, 1994). Akbar et al. (2003), sugirieron que las
plantas de A. comosus cv Madhupur, derivadas de ca-
llo organogénico, deben ser evaluadas genéticamente
debido a que pueden ser fuentes potenciales de varia-
cién somaclonal, en comparacién con las rutas de re-
generacion directa. Takagi et al. (2011), establecieron
protocolos de regeneracion de plantas de Titanotri-
chum oldamii (Gesneriaceae) via OA directa e indire-
cta y obtuvieron variantes con aumento en el nimero
de cromosomas en aquellas derivadas de CO; mientras
que, por via directa no hubo cambios en la ploidia. En
el presente trabajo, se esta interesado en la alta fideli-
dad genética de las plantas regeneradas por lo que el
protocolo de OA directa, es muy relevante para nues-
tros fines. Sin embargo, es necesaria la caracterizacion
genética de los regenerantes tanto de OA directa, co-
mo de OA indirecta, para conocer la estabilidad genéti-
ca de los mismos. Adicionalmente, debe realizarse la
transferencia de las plantas a condiciones de campo
para conocer su viabilidad en su ambiente natural.

Conclusiones

La combinacién Picloram-TDZ tiene un efecto impor-
tante en el proceso de induccion de la ES
A. comosus, ecotipo Gobernadora. El cultivo de CE en
MS (medio libre de auxina y citocinina) fue la mejor
condicion in vitro para la conversion de los embriones
de este ecotipo, a plantas.

El establecimiento del protocolo de OA directa pa-
ra A. comosus ecotipo Gobernadora, es un resultado
muy importante en esta investigacion, porque resulté
ser el mas productivo y adicionalmente, los regeneran-
tes tienen una mayor probabilidad de ser genéticamente
estables y similares a la planta madre.

Se recomienda realizar andlisis genéticos de las
plantas regeneradas, y la transferencia de éstas a la
localidad de Betania de Topocho, lugar donde fue-
ron recolectadas las plantas madres, para establecer
parcelas experimentales con el fin de determinar el

crecimiento y productividad de las plantas en esa
localidad.
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