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Resumen

Se estableci6 un protocolo para micropropagacion de Solanum dolichosepalum a partir de semillas desinfec-
tadas con NaOCl y germinadas en MS/4. La multiplicacién de microtallos se realizé por segmentos nodales,
evaluando el efecto de la posicién del segmento nodal, concentracién de AIB y BA, concentracién de sales
MS en presencia de AIB, concentracién de sales MS y sacarosa en presencia de carbdn activado, diferentes
medios de cultivo y concentracién de carbdn activado sobre la longitud total de microtallos, promedio de
yemas neoformadas, porcentaje de microtallos con callo basal y porcentaje de microtallos enraizados. Des-
pués de 20 dias de cultivo en MS/4 el 100 % de las semillas cultivadas desarrollaron plantulas de apariencia
normal. La multiplicacién de microtallos fue exitosa en medio H con 2% de sacarosa suplementado con
0,02 mg L~! de ANA y de BA; después de 30 dias de subcultivo los microtallos desarrollados alcanzaron 4
cm de longitud, formaron 4 yemas axilares, el 3 % formé callo basal y el 100 % present6 enraizamiento.
La aclimatizacién de pldntulas se realizé exitosamente en una mezcla de tierra, capote y arena (3:2:1).
Este protocolo forma parte de un programa de produccidon de material injertado de lulo de castilla para
establecimiento de huertos comerciales.

Palabras clave: Callo basal, Enraizamiento, Lulo, Micropropagacién, Solandceas silvestres.

Abstract

A protocol for micropropagation of Solanum dolichosepalum was established from seeds disinfected with
NaOCl and germinated in MS/4. Multiplication of microshoots was performed by nodal segments evaluating
the effect of the nodal segment position, BA and IBA concentrations, MS salts concentration in presence
of AIB, MS salts and sucrose concentration in the presence of activated charcoal, different culture media,
and activated charcoal concentration on the total length of microshoots, average of newly formed buds,
percentage of microshoots with basal callus and percentage of rooted microshoots. After 20 days of culture
in MS/4 100 % of cultured seeds developed plantlets with normal appearance. Microshoots multiplication
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was successful in medium H with 2% sucrose supplemented with 0,02 mg L~! NAA and BA; after 30 days
of subculture, the developed microshoots reached 4 cm in length, formed four axillary buds, 3 % formed
basal callus and 100 % developed roots. Plantlets acclimatization was successfully performed on a mixture
of soil, mulch and sand (3:2:1). This protocol is part of a program to produce grafted material of “Lulo de

Castilla” for establishment of commercial orchards.

Key words: Basal callus, Rooting, Lulo, Micropropagation, Wild solanaceae.

1. Introduccion

El uso de especies silvestres con el fin de mejorar
la produccién de cultivos de interés comercial, como
el de lulo, es de gran interés para los fruticultores y
se refleja en el aumento progresivo de la demanda de
nuevos materiales vegetativos y cultivos alternativos
para suplir la demanda de frutas en los mercados
nacionales y para exportacién [1-3]. De acuerdo con
Lane [4] y Barrios-Paternina y Mercado-Gémez [5],
los parientes silvestres de especies cultivadas comer-
cialmente son fuente de genes de resistencia contra
enfermedades, plagas y factores de estrés, como la
sequia y las temperaturas extremas; una de tales es-
pecies es Solanum dolichosepalum (frutillo), arbusto
nativo, escaso y propio de sitios abiertos, con adecua-
do desarrollo en suelos altamente erosionados secos
y con deficiencias nutricionales [6].

El frutillo es importante en la cultura popular, sus
hojas y frutos son utilizados como cicatrizante, para
eliminar piojos y en el tratamiento de enfermedades
renales [7]. Se ha comprobado que los extractos eta-
ndlicos de esta especie tienen efectos antibacterianos
y antimicéticos contra Candida albicans [8], hon-
go productor de infecciones vaginales, intestinales
y dermatolégicas [9]. Ademads, sus extractos hidro-
alcohdlicos poseen efectos inmunoestimulantes en
ratas [10] y sus extractos acuosos muestran actividad
antifiingica contra Trichophyton rubrum [11]. Por
estas caracteristicas y algunos ensayos realizados
en nuestro Laboratorio (resultados no mostrados)
se considera la posibilidad de que S. dolichosepa-
lum presente algtin grado de tolerancia a Fusarium
oxysporum, hongo del suelo que produce marchitez
vascular en plantas de lulo [12].

El injerto, ademds de ser una de las técnicas
utilizadas para perpetuar clones de dificil multipli-
cacion, acelerar la madurez de las plantas obtenidas
por hibridacién y para obtener formas especiales de
crecimiento vegetativo, es de interés para el aprove-
chamiento de portainjertos resistentes tanto a patoge-
nos como a diferentes condiciones de estrés [13]. En
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varias especies fruticolas se ha utilizado exitosamen-
te el injerto para mejorar la produccién; por ejemplo,
portainjertos de S. torvum aumentan la produccién
de lulo a 5 t ha~! [14], mientras que portainjertos
de S. hirtum y S. arborium mejoran su didmetro,
peso y acidez [15]. Ademds, la eficacia del uso de
portainjertos resistentes a ciertos patégenos ha sido
demostrada en varias especies como Lycopersicon
hirsutum [16] y S. hirtum [17], especies silvestres
que resultaron resistentes a F. oxysporum. Las venta-
jas que ofrece el uso de la técnica del injerto pueden
ser complementadas con procesos de micropropaga-
cién que permitan la multiplicacion clonal masiva de
portainjertos cuidadosamente seleccionados, tanto
por su compatibilidad (pda-portainjerto) como por
su tolerancia a diferentes tipos de estrés [18, 19]. Por
tanto, este trabajo se enfoca al establecimiento de un
protocolo de micropropagacién para S. dolichosepa-
lum que permita obtener masivamente portainjertos
clonales de alta calidad utilizables para multiplicar, a
gran escala, materiales vegetativos de lulo de castilla.

2. Metodologia

Esta investigacion se realizé en el Laborato-
rio de Cultivo de Tejidos Vegetales BIOPLASMA-
UPTC de la Universidad Pedagdgica y Tecnoldgica
de Colombia, Tunja.

2.1. Material vegetal

Los arbustos silvestres de S. dolichosepalum uti-
lizados estdn localizados en el municipio de Tinjacd-
Boyaca (05°34’51”N 073°38°46°0’, 2175 m de altu-
ray 17 °C); de éstos se colectaron frutos maduros,
las semillas se extrajeron manualmente y posterior-
mente se sumergieron en una solucién de Vitavax®),
1,0 g L=! durante 120 minutos, y se almacenaron en
frascos de vidrio a temperatura ambiente hasta su
uso.
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Tabla 1. Tratamientos aplicados para germinacion de semillas de S. dolichosepalum.

Tratamientos T1 T2 T3 T4 TS T6 T7
Cédmara Camara MS MS/4+0,2AIB  MS/4 MS+0,5GA; MS+0,2AIB
hiimeda himeda

Condiciones Tluminaciéon  Oscuridad Iluminacién continua
continua continua

MS/4: Medio MS con sales minerales reducidas a un cuarto de su concentracion original; AIB: Acido
Indol-butirico; GAs3: Acido Giberélico. Cantidades dadas en mg L~!.

2.2. Establecimiento de cultivos in vitro

La asepsia superficial de las semillas se realizé
siguiendo las recomendaciones de Bolivar y Tovar
[20] para semillas de lulo. En cdmara de flujo lami-
nar, las semillas se enjuagaron con agua destilada
estéril mas Tween 20 (0,1 %, v/v) durante 5 minu-
tos y consecutivamente se sumergieron en etanol
(70 %) durante 30 segundos y en NaOCl (5,25 %,
p/v) al 10% (v/v) durante 15 minutos con agitacion
continua. Finalmente, se enjuagaron cinco veces (1
minuto cada una) con agua destilada estéril.

Posteriormente, las semillas se cultivaron en me-
dio MS, Murashige y Skoog [21], con o sin regu-
ladores de crecimiento, en MS con sales diluidas a
un cuarto (MS/4) o sobre papel filtro humedecido
con agua destilada estéril (cimara himeda) y se in-
cubaron en condiciones de luz y oscuridad (tabla 1).
Se realizaron observaciones consecutivas durante 30
dias y en cada tratamiento se cuantificé el porcen-
taje de semillas germinadas y la contaminacién por
hongos y bacterias.

2.3. Multiplicacién de microtallos a través
de segmentos nodales

Después de 30 dias de cultivo, y previa elimina-
cién de la raiz, las plantulas obtenidas en la etapa
anterior se transfirieron a MS suplementado con 0,2
mg L~! de AIB [20]. Con el fin de evitar la forma-
cion de callo basal en los microtallos desarrollados,
asi como de estimular la formacién de yemas axilares
y el enraizamiento, se realizaron diferentes ensayos
(tabla 2) para evaluar el efecto de la posicién del
segmento nodal (explante) en el microtallo y de dife-
rentes medios de cultivo, asi como la concentracion
de: AIB y BA (solos o combinados), sales minerales
MS en presencia de AIB, carbdn activado y sales
minerales MS y sacarosa en presencia o ausencia
de carbén activado. En cada ensayo se cuantificd
la longitud total promedio de microtallos, el prome-
dio de yemas axilares neoformadas, el porcentaje de
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microtallos con callo basal y enraizados.

2.4. Aclimatizacion

Las plantulas obtenidas en la etapa anterior en
los medios H y H con 2% sacarosa se extrajeron
de los recipientes de cultivo, se les eliminé el agar
adherido a las raices con agua corriente y se trans-
firieron a vasos pldsticos de 100 mL con diferentes
sustratos: tierra, tierra:capote (3:1), tierra:turba (3:1),
tierra:arena (3:1) y tierra:capote (mantillo de bos-
que):arena (3:2:1) y se mantuvieron en condiciones
de invernadero con riego por nebulizacién cada 2
horas 6 segundos durante una semana y, posterior-
mente, con riego diario por aspersion manual durante
60 dias. En esta etapa se cuantifico el porcentaje de
pléntulas viables.

2.5. Condiciones generales de cultivo y analisis
de datos

La unidad experimental en la etapa de germina-
cion fue un frasco con 10 semillas y cinco repeticio-
nes para un total de 50 semillas por tratamiento; para
la etapa de multiplicacién la unidad experimental
fue un frasco con cinco explantes (explante = mi-
crotallo con uno o dos segmentos nodales) y seis
repeticiones. Todos los explantes se cultivaron en
recipientes de vidrio de 100 mL, con alicuotas de
20 mL de medio de cultivo con pH de 5,6 ajustado
con HCl y/o NaOH 0,1 N y autoclavados a 15 psi 'y
121°C durante 20 minutos. Los cultivos se incubaron
a 2441°C con iluminacién continua de 70-80 pmol
m~2 s~ !, suministrada por ldmparas fluorescentes de
T5W.

Los datos se procesaron en el programa IBM SPSS
Statisctics version 22; para hallar diferencias significativas
entre los tratamientos de germinacion se realizé la prueba
H de Kruskal-Wallis para muestras independientes y para
los datos de multiplicacion la prueba HSD Tukey con un
nivel de confianza del 95 %; los datos de aclimatizacién se
registraron y analizaron como porcentajes.
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Tabla 2. Condiciones fisicas y medios de cultivo ensayados para multiplicacion de yemas axilares de S. dolichosepalum. MS,
Murashige y Skoog [21]; BS5, Gamborg y col. [22]; Wh, Singh y Krikorian [23]; WPM, Lloyd y McCown [24]; A, Hussey y
Stacey [25]; AT, Atkinson y Gardner [26]; H, Hendrix y col. [27]; Tto.=Tratamiento; Ctrol.= control; CA= Carb6n activado;
AIB=Acido Indolbutirico, BA=Benciladenina, ANA=Acido Naftalenacético. Cantidades dadas en mg L~!.

ENSAYO Tto. Condiciones
Medio CA  Reguladores Otras
MS MS/2 MS/4 B5 Wh WPM A AT H AIB BA ANA
Ctrol. X
1 1 X Segmento
Apical
2 X Entrenudo
Superior
3 X Entrenudo
Medio
4 X Entrenudo
basal
2 1 X 0,2 - Sacarosa 3 %
2 X 0,1 -
3 X 0,05 -
4 X 0,2 0,1
5 X 0,1 0,1
6 X 0,05 0,1
7 X - 0,05
8 X - 0,01
9 X 0,01 0,05
10 X 0,01 0,01
3 1 X 0,2
2 X 0,1
3 X 0,05
4 X 0,025
5 X 0,2 Sacarosa 3%
6 X 0,1
7 X 0,05
8 X 0,025
4 1 X 1000 Sacarosa 3 %
2 1500
3 2000
4 3000
5 1 X 3000 Sacarosa 2 %
2 X 0 Sacarosa 2 %
3 X 3000 Sacarosa 3%
4 X 3000 Sacarosa 2 %
5 X 0 Sacarosa 2 %
6 X 3000 Sacarosa 3 %
7 X 0 Sacarosa 3 %
6 1 X Sacarosa 3%
2 X Sacarosa 3 %
3 X Sacarosa 3 %
4 X Sacarosa 3 %
5 X 1 0,1 Sacarosa 3 %
6 X 0,02 0,02 Sacarosa 3 %
7 X 0,02 0,02 Sacarosa 2 %

3. Resultados y discusion
3.1. Establecimiento de cultivos

Para la asepsia superficial de semillas de S. doli-
chosepalum la aplicaciéon de NaOCl al 10% (v/v) du-
rante 15 minutos result6 efectiva permitiendo obtener
100 % de cultivos de semillas asépticas, resultados que
concuerdan con los obtenidos en explantes de otras
solandceas como Solanum quitoense, Physalis ixocar-
pa, P. minima y P. peruviana [18, 28, 29]. Téngase
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en cuenta que el NaOCl aparece en la literatura como
uno de los agentes desinfectantes mds utilizados en
cultivo de tejidos [30, 31]. Todos los tratamientos en-
sayados para la obtencion de plantulas in vitro (figura
1) mostraron diferencias significativas en el porcenta-
je de germinacion, cuantificindose el valor mds alto
(100%) en MS/4 (T5); en los demads tratamientos los
valores de germinacién no superaron el 32 %, o no se
observé germinacién como en el tratamiento en MS
(T3) y MS + 0,2 mg L~! de AIB (T7).
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Figura 1. Efecto de la luz y diferentes medios de cultivo
sobre la germinacion de semillas de S. dolichosepalum.
Datos registrados después de 20 dfas de cultivo. Barras
con letras distintas indican diferencia significativa segin
la prueba de Kruskal-Wallis (X2 (1) =50,28, P<0,05).
Las barras sobre las columnas indican la desviacién
estandar.

La variacién en los porcentajes de germinacion
registrada en los tratamientos ensayados indica que
tanto la elevada concentracién de sales del medio
(MS), como la presencia de AIB, GAz y AIB in-
hiben totalmente la germinacién (T3) o la inhiben
parcialmente (T4, T6, T7); ademds, la baja germi-
nacién en cajas de Petri pone en evidencia el efecto
positivo de la presencia de bajas concentraciones de
sales en el medio de cultivo. En los tratamientos T1
y T2 también se pone en evidencia el efecto promo-
tor de la luz sobre la germinacién de semillas. Asi
mismo, el 100% de germinacién alcanzado en el
medio pobre en sales (MS/4) indica que las semi-
llas cultivadas se encontraban en un estado éptimo
de madurez morfofisiolégica, condicién que facilité
una rapida emergencia de radicula, 7-9 dias, y un
desarrollo de pldntulas de apariencia normal. Resul-
tados semejantes fueron reportados en semillas de
otras solanaceas silvestres [32], de las cuales semi-
llas de S. hirtum cultivadas en medio Hendrix (H)
y de S. mammosum cultivadas en MS diluido a la
mitad de su concentracion original alcanzaron valo-
res de 94,4 % y 90,6 %, respectivamente. Ademas,
la escasa germinacién en condiciones de oscuridad
podria indicar que las semillas de S. dolichosepalum
se comportan como fotobldsticas positivas; este com-
portamiento también se ha reportado para semillas
de S. sessiliflorum [33], S. nudum [34], S. quitoense
y S. betaceum [35], entre otras.
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3.2. Multiplicacion de microtallos a través
de segmentos nodales

Ensayo 1. Efecto de la posiciéon del segmento
nodal en el microtallo. De manera semejante a las
observaciones realizadas por otros autores [36, 37], en
este ensayo fue evidente la variacién de las respues-
tas producidas por explantes tomados de diferentes
posiciones de los tallos desarrollados in vitro. Las res-
puestas cuantificadas en los tratamientos en los que
se cultivaron segmentos apicales, superiores, medios
y basales presentaron diferencias significativas (HSD
Tukey, P<0,05) en las variables longitud total, yemas
axilares neoformadas y microtallos con callo basal,
mientras que los porcentajes de enraizamiento fueron
elevados y menos variables, 90-100 %, (tabla 3). Los
microtallos con mayor longitud total (5,1 cm) se desa-
rrollaron de segmentos nodales superiores, formaron en
promedio 4,3 yemas axilares y el 100 % formé raices,
sin embargo, la formacién de callo alcanz6 el 100 %,
respuesta que puede deberse, en parte, a la cercania de
dichos segmentos al meristemo apical, sitio principal
de sintesis de AIA. Se ha sugerido que la eficiencia del
explante utilizado en la formacién de yemas y desarro-
llo de microtallos disminuye con el incremento en la
distancia desde el dpice del tallo principal [38]. Aunque
en segmentos basales, en comparacion con los segmen-
tos apicales, la longitud total de microtallos disminuy6
a 3,7 cm y el nimero promedio de yemas axilares a
3,5, este tipo de explante fue seleccionado como el més
adecuado para la realizacién de los ensayos siguien-
tes debido a que la formacién de callo disminuyé a
50%. Resultados semejantes a los obtenidos en este
trabajo se han reportado para Annona muricata [37]
y Psidium guajava [38] en las que se observé que los
segmentos nodales intermedios desarrollaron mayor
nimero de yemas axilares que los segmentos nodales
superiores y basales; asi mismo, en Quercus robur los
explantes tomados de regiones basales y apicales pro-
dujeron la menor cantidad brotes [39]. Con relacién a
la formacién de callo, se ha indicado que la capacidad
de formacion de callo en segmentos caulinares de una
misma planta varfa segtin la posicién del explante a
lo largo del tallo, observando que los explantes més
cercanos a la insercion de los cotiledones reaccionan
mejor que los situados mds arriba [40]. Estos resultados
contrastan con los obtenidos en S. dolichosepalum, en
el que los mayores porcentajes de segmentos nodales
que formaron callo fueron los mds cercanos al dpice.
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Tabla 3. Efecto de la posicion del segmento nodal en el microtallo sobre la longitud total, formacién de yemas axilares,
desarrollo de callo basal y enraizamiento de microtallos de S. dolichosepalum. Valores en una misma columna seguidos de
letras iguales no presentan diferencias significativas, segin la prueba HSD Tukey (P<0,05).

. Segmento Longitud total Yemas axilares  Microtallos Microtallos en-
Tratamiento neoformadas con callo basal .
Nodal (cm) N raizados ( %)
() (%)

Tl Apical 4.3 (a) 3,1 (a) 90 (ab) 100 (a)

T2 Superior 5,1 (b) 4.3 (c) 100 (a) 100 (a)

T3 Medio 3,8 (a) 3,9 (bec) 100 (a) 90 (a)

T4 Basal 3,7 (a) 3,5 (ab) 50 (ab) 90 (a)

Tabla 4. Efecto de la concentracién de AIB y BA sobre la longitud total, formacién de yemas axilares, desarrollo de callo
basal y enraizamiento de microtallos de S. dolichosepalum. Valores en una misma columna seguidos de letras iguales no
difieren en forma significativa, segiin la prueba HSD Tukey (P<0,05).

Tratamiento Hormona Longitud total Yemas Microtallos Microtallos en-
(cm) axilares con callo basal raizados (%)
) (%)
AIB(mg L7T) BA(mg L")

Control - - 3,2 (ab) 4 (be) 100 (a) 13,3 (d)

Tl 0,2 - 6,3 (e) 3 (ab) 93,3 (a) 66,6 (abc)

T2 0,1 - 5(d) 5 (cd) 100 (a) 80 (ab)

T3 0,05 - 4,8 (cd) 4 (abc) 53,3 (b) 40 (abed)

T4 0,2 0,1 3,9 (bed) 6 (d) 66,6 (ab) 86,6 (a)

T5 0,1 0,1 4,1 (bed) 3 (a) 73,3 (ab) 80 (ab)

T6 0,05 0,1 3,8 (abcd) 5 (cd) 68 (ab) 33,3 (bcd)

T7 - 0,05 3,8 (bed) 6 (d) 100 (a) 20 (cd)

T8 - 0,01 2,6 (a) 4 (abc) 100 (a) 20 (cd)

T9 0,01 0,05 4 (bed) 3 (a) 100 (a) 40 (abed)
T10 0,01 0,01 3,6 (abc) 3 (a) 100 (a) 26, 6 (cd)

Ensayo 2. Efecto del AIB y BA. Los datos re-
gistrados para las variables evaluadas presentaron di-
ferencias significativas entre los tratamientos (HSD
Tukey P<0,05) (tabla 4). Con respecto a la longitud
total de microtallos los valores mas elevados, 4,8 y
6,3 cm, se cuantificaron en presencia de AIB (T3 y
T1), mientras que en los medios con BA, (T7 y T8) la
longitud fue de 2,6 y 3,8 cm y, en presencia de auxina
mads citoquinina, alcanzé valores intermedios a los
anteriores, 3,6-4,1 cm. Resultados similares fueron
reportados por Rache y Pacheco [29] en la propaga-
cion in vitro de Physalis peruviana, e indicaron que
en presencia de AIB (0,1 mg/L) se obtuvo la mayor
longitud de microtallos (8,6 cm) y que en presencia de
BA 1a elongacién fue deficiente (maximo 2,7 cm); asi
mismo, en S. glaucescens Medina [41] obtuvo la ma-
yor longitud, 11,10 cm, de brotes en presencia de 1,0
mg/L de AIB. En relacién con la presencia de auxinas
en los medios utilizados, los datos obtenidos ponen en
evidencia el efecto estimulante de las auxinas sobre la
elongacion de los microtallos de S. dolichosepalum, el
cual contrasta con el reportado para otras solaniceas
cultivadas in vitro (Capsicum annuum [42] y Physalis
ixocarpa [28]), las cuales elongan adecuadamente en
medios suplementados con citoquininas.
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Con relacion a formacién de yemas axilares por
microtallo, se observé que los promedios fueron afec-
tados de forma variable principalmente por las con-
centraciones de AIB y BA utilizadas en los diferentes
tratamientos (tabla 4). Aunque no es posible determi-
nar cuantitativamente una relacién especifica entre
la concentracién de citoquinas en el medio y el nud-
mero de yemas axilares formadas, se observé que en
el tratamiento en presencia solo de BA (T7) y este
acompanado con una concentracién mayor de AIB
(T4), la formacién de yemas fue mayor; mientras
en presencia de concentraciones bajas de BA y AIB
(solas o combinadas) los microtallos formaron 3 a
4 yemas axilares (T3,T5,T8,T9 y T10); resultados
similares, 4,3 yemas por explante, se obtuvieron en
uchuva con 0,1 mg L~! de AIB [29].

El desarrollo de callo se presentd en altos por-
centajes de microtallos (66,6-100%) en todos los
tratamientos realizados incluyendo el control, cuanti-
ficandose el mas bajo (53,3 %) en presencia de 0,05
mg/L de AIB. El callo formado presenté consistencia
friable y su crecimiento inici6 en la base (figura 2a),
avanzd6 en direccion ascendente (figura 2b) hasta in-
vadir totalmente al microtallo y presentar apariencia
necroética (figura 2¢). En contraste con las observacio-
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nes anteriores, en numerosas solanaceas las auxinas
y citoquininas (solas o combinadas) en los medios
de cultivo promueven procesos de division celular
y activacion enzimdtica [43] facilitando, no solo la
formacién de callo sino el desarrollo de procesos
organogénicos [40, 44, 45].

Los porcentajes de enraizamiento de microtallos
también resultaron estadisticamente diferentes; el
AIB, solo, en el medio de cultivo indujo enraiza-
miento en 40-80 % de los microtallos (T1, T2 y T3),
mientras que el BA, solo, inhibi6 en gran medida el
enraizamiento, cuantificindose valores de 20 % (T7
y T8). Por otro lado, se observé que la adicién al
medio de cultivo de auxina+citoquinina estimuld el
enraizamiento en mas del 80% de los microtallos
(T4 y T5); respuesta que puede ser explicada por
el efecto sinérgico de estas dos hormonas, el cual
favorece el desarrollo de raices cuando existe un ba-
lance a favor de las auxinas (T4). Al respecto, Rache
y Pacheco [29] reportaron la misma concentracion
utilizada en este estudio en T2 (0,1 mg L~! de AIB)
en la cual el 100 % de los microtallos de P. peruviana
desarrollaron raices.

Figura 2. Desarrollo de callo en microtallos de S. doli-
chosepalum. a) Callo formado en la superficie del ex-
plante en contacto con el medio de cultivo; b) Creci-
miento del callo en direccion apical y necrosis basal; ¢)
Explante invadido por callo necrosado.

Ensayo 3. Efecto de la concentracion de sales mi-
nerales MS en presencia de AIB. La reduccién de
las sales minerales del MS a %2 y % de su concentra-
cidn original en presencia de AIB entre 0,025 y 0,2
mg L~! (tabla 2), afecté de manera significativa los
resultados obtenidos en las variables evaluadas, ex-
cepto la formacién de callo basal, la cual alcanzé un
valor de 100 % en todos los tratamientos (tabla 5). La
longitud total de microtallos en todos los tratamien-
tos fue mayor a 3,8 cm y los promedios més altos,
6,4y 6,2 cm, se obtuvieron en MS/4 + 0,1 mg L~! de
AIB y MS/2 + 0,05 mg L~! de AIB (T2 y T7, respec-
tivamente); sin embargo, en ambos tratamientos los
microtallos solo desarrollaron en promedio tres ye-
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mas axilares, cantidad inferior a la obtenida en MS/4
+0,05 mg L=! de AIB (T3) y MS/2 + 0,2 mg L~! de
AIB (T5). El porcentaje de microtallos enraizados
vari6 entre 13,3 y 90 %; este ultimo porcentaje se
registré en T3, tratamiento en el que los microtallos
alcanzaron una longitud de 5,2 cm y desarrollaron
en promedio cinco yemas axilares.

Con frecuencia se ha sefialado un efecto negati-
vo de la reduccién de las sales minerales del medio
sobre el crecimiento in vitro de explantes, puesto
que la funcién esencial de los micro y macronutrien-
tes es mantener su crecimiento y desarrollo [46];
contrastando con lo anterior, en algunos de los trata-
mientos de este ensayo (T3 y T5) el comportamiento
de las variables evaluadas muestra un efecto positivo
de dicha reduccién sobre la multiplicacién de los
microtallos de S. dolichosepalum, obteniéndose mi-
crotallos con longitudes de 5,2 y 6,0 cm, las cuales
facilitaron la individualizacién de las yemas axila-
res neoformadas; conviene subrayar que los valores
de longitud de microtallos resultaron semejantes al
reducir las sales minerales del MS, tanto a ¥2 como
L4, superando la obtenida en el tratamiento control
(MS). La respuesta de enraizamiento fue similar en
los tratamientos agrupados por la reduccion de sa-
les minerales ('/4 =T1-T4 y ¥ =T5-T8); en cada
grupo un solo tratamiento difirié estadisticamente
de los demds, que es aquel en el que se obtiene el
mayor porcentaje de enraizamiento, T3 y T8, con
90% y 80 %, respectivamente; con respecto al enrai-
zamiento, O’Connor-Sanchez y col. [44] reportaron
que brotes regenerados de hojas de S. donianum en-
raizaron en mayor porcentaje en un medio con la
mitad de la concentracidn original de sales MS y sin
reguladores de crecimiento.

Ensayo 4. Efecto del carbén activado. La adicion
de carbon activado (CA) al medio de cultivo mostrd
un efecto significativo sobre la formacién de callo ba-
sal y aunque no se observé una relacién proporcional
entre su concentracion y el porcentaje de microta-
llos con callo, la presencia de CA en el medio de
cultivo si disminuyé dicho porcentaje (tabla 6). Te-
niendo como referencia los datos registrados en el
tratamiento control (MS), concentraciones de 2,0;
1,5; 1,0 y 3,0 g/L de CA produjeron una disminucién
de 20, 30, 40 y 100 %, respectivamente, de microta-
llos con callo. Aunque en presencia de 3,0 g L~! de
CA el 100 % de los microtallos no formaron callo,
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Tabla 5. Efecto de la concentracion de sales minerales MS en presencia de AIB sobre la longitud total, formacién de yemas
axilares, desarrollo de callo basal y enraizamiento de microtallos de S. dolichosepalum. Valores en una misma columna
seguidos de letras iguales no difieren en forma significativa, segtn la prueba HSD Tukey (P<0,05).

Tratamiento Medio Longitud Yemas axilares  Microtallos Microtallos
total (cm) neoformadas con callo ba- enraizados
() sal (%) (%)

Concentracion  AIB (mg L1
Sales MS

Control 1 - 3,2 (a) 4 (bc) 100 13,3 (b)

Tl Vs 0,2 5,4 (bc) 4 (abc) 100 60 (ab)

T2 0,1 6,4 (c) 3 (ab) 100 70 (ab)

T3 0,05 5,2 (bc) 5(c) 100 90 (a)

T4 0,025 3,8 (a) 3 (ab) 100 40 (ab)

T5 123 0,2 6 (c) 5(c) 100 60 (ab)

T6 0,1 4,1 (ab) 4 (ab) 100 50 (ab)

T7 0,05 6,2 (c) 3(c) 100 70 (ab)

T8 0,025 5,7 (¢) 4 (ab) 100 80 (a)

se observo clorosis y defoliacién (figura 3 a, by c),
respuestas semejantes a las obtenidas por Rosati y
col. [47] en cultivos in vitro de brotes de Prunus sili-
cina. Las variables longitud de microtallos, yemas
axilares neoformadas y porcentaje de enraizamien-
to presentaron valores de 3 a 4,3 cm, 3 a 5 yemas
axilares y 80 a 100 % de enraizamiento.

Figura 3. Clorosis foliar en explantes cultivados en MS
suplementado con 3 g L™! de CA. a) Microtallo con
hojas basales cloréticas; b) Desarrollo del proceso clo-
rético; c) Hoja completamente clordtica.

La adicién de CA al medio de cultivo es una
practica reconocida y su influencia sobre el creci-
miento y desarrollo de explantes cultivados se puede
atribuir a la adsorcidn de sustancias inhibitorias pre-
sentes en el medio de cultivo [48], la disminucion
de procesos de oxidacién [49], la alteracién del pH
del medio a un nivel 6ptimo para la morfogénesis
[50], y al mantenimiento de un ambiente oscurecido
que simula las condiciones del suelo [51]; dicha in-
fluencia también se observé en este trabajo (tabla 6)
y con efectos semejantes a los obtenidos por Borges
y Sosa [52] en Dioscorea spp cuando adicionaron
0,5a2 g L~" de CA al medio MS para estimular
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crecimiento de nudos, hojas y tallos.

Ensayo 5. Efecto de la concentracion de sales mi-
nerales y sacarosa en presencia de carbon activa-
do. De acuerdo con los resultados de la prueba HSD
Tukey (P<0,05) la combinacién de sales minerales
MS reducidas o no a %, con 20 6 30 g L~! de sa-
carosa y con 3 g L™! 6 sin carbén activado, mostré
diferencias significativas para las variables longitud
total del microtallo y nimero promedio de yemas
axilares neoformadas, mientras que el porcentaje de
microtallos con callo basal y enraizados mostré un
comportamiento uniforme (tabla 7). Los microta-
llos con mayor longitud (5,3 cm) se desarrollaron
en MS/2, con 30 g L~! de sacarosa y sin carbén
activado (T7); en este tratamiento, cada microtallo
formé en promedio cuatro yemas axilares y el 50 %
de los microtallos desarroll6 callo basal y raices. En
MS, con 20 g L~! de sacarosa y sin carbén activado
(T2) los microtallos alcanzaron 4,7 cm, formaron
en promedio cinco yemas, tan solo el 30 % mostr6é
desarrollo de callo basal y el 90 % desarroll6 raices.
Estos resultados muestran un efecto proporcional de
la concentracién de la fuente de carbono sobre la
formacién de callo en la base del explante, ya que
en aquellos tratamientos en los que se disminuyo la
concentracién de sacarosa a 20 g L~! (mantenien-
do la concentracién original de sales minerales de
MS) se obtuvo el menor porcentaje de microtallos
con callo basal (T1 y T2) y, tanto la longitud total
de microtallos como el nimero de yemas axilares
neoformadas, presentaron valores de 4,1-4,7 cm y
4-4.9, respectivamente. Sin embargo, la disminucién
de sacarosa indujo el desarrollo de microtallos no-
toriamente delgados con escaso desarrollo radical,
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Tabla 6. Efecto de la concentracién de carbdn activado sobre la longitud total, formacién de yemas axilares, desarrollo de
callo basal y enraizamiento de microtallos de S. dolichosepalum cultivados en MS. Valores en una misma columna seguidos
de letras iguales no difieren en forma significativa, segin la prueba HSD Tukey (P<0,05).

Tratamiento  Carbén acti- Longitud Yemas axilares Microtallos Microtallos
vado (g L1  total (cm) neoformadas (f) con callo basal enraizados
(%) (%)

Control 0 3,2 (ab) 4 (b) 100 (a) 13,3 (b)

T1 1 3,5 (abc) 3.8 (a) 70 (ab) 100 (a)

T2 1,5 4,2 (be) 4,6 (b) 60 (b) 90 (a)

T3 2 3 (a) 2,6 (a) 80 (ab) 70 (a)

T4 3 4,6 (c) 3 (a) 0(c) 80 (a)

resultado que puede explicarse, en parte, por la fun-
cién que cumple la sacarosa como fuente energética
del metabolismo celular [53]. Téngase en cuenta que
la sacarosa en concentraciones altas aumenta el cre-
cimiento y vigor de hojas, tallos y raices, mientras
que en bajas concentraciones el desarrollo de los
explantes es mds lento y de menor vigor [46, 54].
Aunque la disminucién de la concentracién de sa-
carosa redujo notoriamente la formacién de callo,
no se considerd adecuada para la multiplicacién de
microtallos por su efecto negativo sobre los procesos
de crecimiento y desarrollo de explantes.

Ensayo 6. Efecto de diferentes medios de cultivo.
La utilizacién de diferentes medios de cultivo permi-
ti6 observar diferencias significativas entre los datos
registrados para las variables analizadas (tabla 8);
en el medio H los microtallos alcanzaron la mayor
longitud, 5,1 cm, formaron en promedio 4 yemas
axilares, el 100 % desarrollaron raices y tan solo el
11,4 % formé callo basal. En el medio B5 también
se obtuvo un bajo porcentaje (20 %) de explantes
con callo, sin embargo, tanto la longitud total como
el ndmero de yemas axilares fueron los més bajos
(2,2 cm y 1,4 yemas, respectivamente). En los me-
dios restantes MS, Wh, WPM, A, AT, las respuestas
alcanzaron valores intermedios en cada una de las
variables evaluadas: la longitud total de microtallos
entre 3 y 4,4 cm, el nimero de yemas axilares neofor-
madas entre 2 y 4, el enraizamiento entre 13,3y 95%
y, la formacidn de callo basal entre 85y 100 % de los
microtallos cultivados. En el medio H con 2 % de sa-
carosa se cuantificé el menor porcentaje de explantes
con callo basal (3%) y las demds variables con va-
lores adecuados para realizar una micropropagacién
exitosa. En contraste con los resultados obtenidos
en el presente estudio, Lentini y col.[55] observaron
que explantes de S. guitoense cultivados en medio
A presentaron un desarrollo radical més temprano y
abundante que el alcanzado en los medios H, AT y
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MS reducido a la mitad de su concentracién original.

Por otra parte, en el trabajo realizado por An-
drade y col. [31] con otras solanéceas silvestres, se
determiné que para S. mammosum el medio ade-
cuado para la multiplicacién a través de segmentos
nodales fue el A, mientras que, igual que para S. do-
lichosepalum, para S. marginatum, S. umbellatum 'y
S. hirtum fue el medio H. La caracteristica particu-
lar del medio H es la ausencia de mioinositol como
fuente de carbono que usualmente se asocia con la
estimulacidon del crecimiento de callos y suspensio-
nes celulares [56], lo cual explica en parte, los bajos
porcentajes de microtallos que formaron callo basal;
ademads, la presencia de cantidades semejantes de
ANA y BA (0,02 mg L") en este medio mostraron
ser concentraciones que permiten obtener valores de
longitud total de microtallos, niimero de yemas axi-
lares y porcentaje de enraizamiento adecuados para
un proceso exitoso de micropropagacion, ya que el
efecto organogénico del ANA se ha observado, por
ejemplo, en S. quitoense cultivado en medio MS con
concentraciones por encima de 0,5 mg L™, en este
medio se induce la formacién de callos-masas con
crecimiento continuo [57].

3.3. Aclimatizacion

A pesar de ser una etapa critica de los procesos
de micropropagacion, en todos los sustratos utiliza-
dos en este trabajo para la aclimatizacién se cuantifi-
caron altos porcentajes de plantulas viables, siendo
el mas adecuado la mezcla de tierra, capote y are-
na, 3:2:1 (figura 4). Lépez y col. [58] y Diaz y col.
[59] utilizaron esta mezcla junto con cascarilla de
arroz y obtuvieron mds del 90% de plantulas via-
bles de Physalis peruviana. De acuerdo con Rache
y Pacheco [29] el uso de capote (mantillo de bos-
que) durante la etapa de aclimatizacién favorece la
viabilidad de plantulas con crecimiento sostenido y
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Tabla 7. Efecto de la concentracion de sales minerales, sacarosa y carbon activado sobre la longitud total, formacién de
yemas axilares, desarrollo de callo basal y enraizamiento de microtallos de S. dolichosepalum. Valores en una misma columna
seguidos de letras iguales no difieren en forma significativa, segtn la prueba HSD Tukey (P<0,05).

Tratamiento  Concentracion  Sacarosa Carbén Longitud Yemas axilares  Microtallos Microtallos

Sales MS (gL~ 1 activado total (cm) Neoformadas con callo enraizados
L™ @) basal (%) (%)

Control 1 30 - 32 (a) 4 (ab) 100 (a) 13,3 (¢)

T1 1 20 3 4,1 (abc) 4 (ab) 40 (ab) 50 (ab)

T2 20 - 4,7 (bc) 4,9 (b) 30 (b) 90 (a)

T3 30 3 4,0 (ab) 4,6 (ab) 60 (ab) 80 (a)

T4 Y2 20 3 4,0 (ab) 3,5 (a) 50 (ab) 40 (ab)

TS5 20 - 3,1(a) 4,5 (ab) 50 (ab) 60 (ab)

T6 30 3 33 (a) 4,9 (b) 60 (ab) 40 (ab)

T7 30 - 5,3 (c) 4,4 (ab) 50 (ab) 50 (ab)

Tabla 8. Efecto de diferentes medios de cultivo sobre la longitud total, formacién de yemas axilares, desarrollo de callo basal
y enraizamiento de microtallos de S. dolichosepalum. Valores en una misma columna seguidos de letras iguales no difieren
en forma significativa, segin la prueba HSD Tukey (P<0,05). MS, Murashige y Skoog [21]; BS, Gamborg y col. [22]; Wh,
Singh y Krikorian [23]; WPM, Lloyd y McCown [24]; A, Hussey y Stacey [25]; AT, Atkinson y Gardner [26], H, Hendrix y

col. [27].
Tratamiento Medio Longitud total Yemas axilares Microtallos con Microtallos
(cm) Neoformadas (£)  callo basal (%) enraizados (%)

T1 MS 3,2 (b) 4 (c) 100 (a) 13,3 (b)

T2 B5 2,2 (a) 1,4 (a) 20 (b) 95 (a)

T3 Wh 3,4 (bc) 2,8 (b) 95 (a) 90 (a)

T4 WPM 3 (ab) 2,6 (b) 90 (a) 85 (a)

TS5 A 44 (d) 2,6 (b) 95 (a) 95 (a)

T6 AT 3 (ab) 2,6 (b) 85 (a) 90 (a)

T7 H 5,1(d) 4(c) 11,4 (b) 100 (a)

T8 H-2% Saca- 4,3 (cd) 4.2 (c) 3(b) 100 (a)

rosa

capaces de soportar el estrés producido por las con-
diciones propias del endurecimiento. Después de 60
dias de aclimatizacién en invernadero las pldntulas
presentaron una apariencia vigorosa con crecimiento
y desarrollo de hojas y yemas axilares, caracteristi-
cas adecuadas para ser utilizados como portainjerto
de lulo de castilla.
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Figura 4. Viabilidad de plantulas de S. dolichosepalum
durante 60 dias de aclimatizacion.

4. Conclusiones

Se establecié un protocolo de micropropagacion
de S. dolichosepalum a partir de semillas cultivadas
en MS/4, previamente esterilizadas con NaOCI al
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10% (v/v) durante 15 minutos. La multiplicacién de
microtallos a través de segmentos nodales se reali-
z6 adecuadamente en medio H con 2 % de sacarosa,
suplementado con 0,02 mg L' de ANA y 0,02 mg
L~! de BA. Después de 30 dias de cultivo los mi-
crotallos alcanzaron en promedio 4 cm de longitud
con 4 yemas axilares; el enraizamiento de micro-
tallos alcanzé 100 % y fue simultdneo con la fase
de multiplicacién. La aclimatizacién en invernade-
ro, utilizando como sustrato una mezcla de tierra,
capote y arena, 3:2:1, permitié recuperar 100 % de
plantulas viables. Después que se ratifique el gra-
do de tolerancia de S. dolichosepalum a Fusarium
oxysporum, este protocolo, que es el primero para
la especie, permitird producir masivamente material
injertado de lulo de castilla para el establecimiento
de huertos comerciales.
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