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RESUMEN

Con el objeto de establecer un medio de cultivo para la produccion de plantas de uvilla (Physalis peruviana
L.) in vitro, se estudiaron seis tratamientos correspondientes al medio basico de Murashige-Skoog con varia-
ciones en las concentraciones hormonales y utilizando meristemos. Todos los tratamientos indujeron
caulogénesis y filogénesis pero solamente el tratamiento correspondiente al medio de papa Murashige 62 con
ANA 0,02 ppm y CIN 0,2 ppm (T6) indujo a la formacién de plantas completas.
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ABSTRACT

In order to establish a culture medium for the production of gooseberry plants (Physalis peruviana L.) in
vifro, six treatments corresponding to the basic culture medium of Murashige-Skoog with variations in the
hormonal concentrations, using meristems were evaluated. All the treatments induced callus and vegetative
shoots but only the treatment wiht Murashige 62 with ANA 0,02 ppm + CIN 0,2 ppm (T,) induced to
formation of complete plants.
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INTRODUCCION

La conservacion de los recursos genéticos es una tarea que debe preocupar a tos
dos los paises ya que de su diversidad depender la posibilidad de obtener nuevo
mas resistentes y productivos materiales de cualquier especie en particular. Querol
(1988) considera que la conservacion de recursos puede evitar que la seguridad
alimentaria de un pafs, se vea amenazada por la falta de variabilidad genética.

Recursos no convencionales como la uvilla, dada su alta aceptacién como fruta
exotica en los paises desarrollados, pueden convertirse en un futuro proximo en
cultivos comerciales mejorados, con el peligro de reducir su base genéticay limitar
la capacidad de enfrentarse a situaciones de riesgo por enfermedades y plagas
(Ford -Lloyd y Jackson, 1986 y Arias et al, 1 987).

En cuanto a las formas de conservacién, Querol (1988) considera que la mejor
manera de conservacion del germoplasma vegetal es conservarlas in Situ; sin ems=
bargo hay otros métodos validos como los jardines de colecta o en almacenes de
semillas, plantulas, polen, células en cultivo o polen.

La conservacion de recursos genéticos mediante los cultivos i vifro crioconservado
es unaalternativa de gran importancia en la actualidad, dadas las dificultades eco-
némicas que conlleva el mantenimiento de los jardines de colectas y laconservacion!
in situ por la acelerada tasa de destruccion de recursos en zonas no protegidas.
Segun Ford—Lloyd y Jackson (1986) estos métodos consisten en introducir explantes
de las plantas a conservar, en medios de cultivo estériles, manteniéndolos libres de
patogenos para hacer viable su utilizacién en el futuro. A estas técnicas se afiade e
sometimiento de los tejidos producidos in vitro a ultra bajas temperaturas, lo cual
abre la posibilidad de almacenar el germoplasma indefinidamente en una especie de
“animacion suspendida” (Sakai, 1965; Sakai and Nishiyama, 1978; Wilkins et al,
1982; Wilkins y Dodds, 1983).

Estas consideraciones hacen de la conservacion in vitro una de las mejores opcio-
nes para el mantenimiento de especies vegetales en peligro de extincion y en zonas
con escasos recursos que dificulten sumantenimiento en el campo; por esa razén se
planteo el presente trabajo con miras a determinar la mejor posibilidad de producir
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plantas completas de uvilla en el Laboratorio, que permita conservar en espacio
reducido y amenor precio, la colecta de Physalis peruviana que posee la Facul-
tad de Ciencias Agricolas de la Universidad de Narifio.

METODOLOGIA

El presente trabajo se realizo en el laboratorio de Cultivo de Tej%dos dela Ul?ivg:r-
sidad de Narifio adscrito a la Facultad de Ciencias Agricolas, ubicado en la ciudad
universitaria Torobajo, municipio de Pasto, departamento de Narifio a una altura de
2540 msnm, con 20 °C de temperatura y 75% de humedad relativa.

Los esquejes para la extraccion de yemas fueron colectados‘al azar de lo’s cultivares
de la coleccion de uvilla perteneciente a la Facultad de Ciencias Agricolas de I.u
Universidad de Narifio, localizada en el Centro Experimental de Botana de la Uni-
versidad de Narifio, ubicada en Pasto (Narifio, Colombia) a 2820 msnm, con una
temperatura media de 13 °C y una precipitacion media anual de 840 mm.

El material vegetal se llevé al laboratorio donde se realiz una seleccidn, eliminando
todo aquel material que por el manipuleo o en el transporte, pres?ntaba dafios
mecanicos o algin deterioro. Posteriormente, en los esquejes se }Jblcaron las ye-
mas apicales y axilares de tipo vegetativo para su posterior aislamiento.

Medio de cultivo (primera fase). Se preparé el medio del cultiyo.Mur?shig_e y
Skoog (1962) con las correspondientes sales miner-alf:s, vitaminas (Acido mcotlm(‘:)o
1 meq/l, Piridoxina 1 meq/l, Tiamina 10 meg/l, Inositol 1 OQ'meqﬂ), sacarosa aJ 3 Y
(30 g/l) y agar al 0,6% (6g/1) en los requerimientos estab.lemdos como medio baSlf:(.'l
y haciendo una adicion de hormonas segiin lo establecido por Santana y Angarita
(1999), para esta especie (AG, 1,0 ppm, 2,4D 0,5 ppm y BAD 1,0 ppm).

na vez preparado el medio de cultivo y homogeneizados sus componentes, 5¢
IL)Irocediélzl a_jrilstar el pHa 5,7, utilizando NaOH 0,5y 1 NyHC1 0,5y I N. Luego
se adiciono el agar (0.6 %) y dosificando en frascos tipo mayonesa (12_5'ml), con
10 ml de medio de cultivo en cada uno; los frascos preparados se esterilizaron en
autoclave a 121 °C de temperatura, con 15 psi durante 20 minutos.
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Preparacién del material vegetal. Se realizaron lavados de los esquejes com
pletos con aguay a presion para la eliminacién de contaminantes que pudieren
estar presentes con la ayuda de un bisturi ntimero 11, se eliminaron las hojas de log
esquejes y se segmentaron en explantes, cada uno con una yema (apical o axilar),

Por otro lado, se prepard una solucion de jabén (tipo hospitalario) en agua destila-

daestérilal 9,5 %, al cual se le adicionaron 3 gotas de Tween—80. En esta solucién

se sumergieron los explantes durante 10 minutos con agitaciones periédicas, al cabo

de los cuales se hicieron 5 lavados con agua destilada para eliminar los residuos del

jabon.

Seguidamente se preparé una solucion de Estreptomicina al 5 % mas Benomil 0,5
g/l, méas Tween—80 (tres gotas) en agua destilada. Se sumergié el material en esta
soluci6n durante diez minutos con agitaciones periédicas. Luego se procedid a
realizar cinco lavados con agua destilada.

Posteriormente, y bajo condiciones de camara de flujo laminar aséptica se colocd
el material vegetal en alcohol etilico de 70° blanco durante 20 segundos y en agita-
¢ién continua haciendo cinco lavados con agua destilada estéril; de la misma forma
y bajo las mismas condiciones se prepar una solucién de Hipoclorito de sodio
(Clorox) al 2.5 % en agua destilada estéril mas tres gotas de Tween—80 durante 20
minutos con agitaciones periédicas. Finalmente, al material vegetal se le hicieron
cinco lavados con agua destilada estéril, dejandolo con el agua del altimo lavado.

Preparacion del equipo e instrumental. Todo el instrumental (pinzas, bisturies,
gradillas, frascos, etc.), el estereoscopio y la camara de flujo laminar, se sometieron
auna rigurosa esterilizacion con alcohol de 90°; el cuarto de aislamiento con rayos
ultravioleta por 24 horas y aspersiones de hipoclorito de sodio y alcohol de 90°.

Inoculacion. Lainoculacién se realizo aislando las yemas apicales y axilares del
segmento del tallo y utilizando una cuchilla de bistur{ nimero 11 y bajo el campo
visual del estereoscopio, descartando aquellas yemas deterioradas o aquellas co-
rrespondientes a yemas florales. De las yemas vegetativas se obtuvieron los
meristemos con dos primordios foliares, los cuales se introdujeron e inocularon en
el medio de cultivo. Todas estas labores se realizaron cerca al mechero.
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Incubacién. Todo el cultivo fue llevado al cuarto de incubacion y se colocd en la
estanteria bajo condiciones de temperatura constante (20 °C), iluminacion continua
y una humedad relativa del 75%. Con observaciones diarias se evaluo el grado de
contaminacion, la cual fue negativa para las 20 unidades experimentales, sino que
permitieron la formacion de callos, presentandose una estructura de constante cre-
cimiento y con pigmentacion de color verde.

La formacion y crecimiento de los callos se mantuvo durante 14 semanas, tiempo
en el cual se pudo observar filogénesis y en algunos casos caulogénesis. Teniendo
en cuenta estas observaciones se propuso llevar a cabo una transferencia y replica-
do de callos a medios de cultivo con cambio y/o adicion de hormonas a diferentes
concentraciones a las propuestas por Santana y Angarita (1999).

Tratamientos (segunda fase). En esta fase se prepararon los medios de cultivo
correspondientes a los tratamientos planteados, los cuales consideraron varios ni-
veles de hormonas, utilizando el mismo medio de M — S (1962), suplementado con
vitaminas. Se formularon seis tratamientos con veinte repeticiones por tratamiento.
de acuerdo a un disefio irrestrictamente al azar (DIA). Todos los tratamientos se
ubicaron bajo las mismas condiciones de fotoperiodo e intensidad luminica (2000
lux) utilizadas en la primera fase. Cada una de las unidades experimentales corres-
pondid a un frasco de vidrio de 125 ml. A cada frasco se le agregaron 10 ml de
medio de cultivo. Los tratamientos fueron los siguientes:

T1=M-8 +vitaminas+ AG, 1,0 ppm+2,4-D 0,5 ppm, AIA 0,5 ppm+BAP 1,0 ppm.
T2 =M-S + vitaminas + AG, 1,0 ppm + 2,4-D 0,75 ppm, BAP 1,0 ppm.

T3 =M-8 + vitaminas + AG, 1,0 ppm +2,4-D 1,0 ppm, BAP 1,0 ppm.

T4 =M-8 + vitaminas + AG, 1.0 ppm + AIA 0,5 ppm, BAP 1,0 ppm.
T5=M-S + vitaminas + AG, 1,0 ppm + AIA 0,75 ppm, BAP 1,0 ppm.

T6 = Medio basico de papa (Murashige 62) + ANA 0,02 ppm + CIN 0,2 ppm;
pH 5,7

Todos los tratamientos se complementaron con Sacarosa 30 g/l, Agar 6 g/1(1,2 g/ml),
Acidonicotinico 1 mg/l, Piridoxina 12 mg/l, Tiamina 10 mg/l, Inositol 100 mg/l.

Repicado de callos. Los callos obtenidos en el ensayo o preliminar se subdividie-
ron teniendo en cuenta que cada fragmento llevase consigo por lo menos una es-
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tructura formada, ya sea tallo con hojas u hojas y procurando que fueran del misme
tamafio. En cada unidad experimental debidamente rotulada, se inoculé una de e§s
tas estructuras, bajo condiciones asépticas y en la camara de flujo laminar, cerca dél
mechero.

jes de contaminacion; a las cuatro semanas se determin6 en cada unidad experi=
mental el niimero de tallos y de hojas formadas, nimero de plantas con organogénesi§
completa y el peso final de los tejidos formados; esta tiltima variable con base én
cinco unidades experimentales tomadas al azar para poder conservar el materia
restante,

Analisis estadistico. Las variables fueron sometidas a Analisis de Varianza y en
aquellas con diferencias estadisticas se aplico la prueba de comparacion de medias:
de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a la gran variabilidad observada dentro de los datos correspondientes a
cada unidad experimental en cuanto al numero de tallos y nimero de hojas (Tabla:
1) no fue posible realizar el Analisis de Varianza para estas variables, ya que el
modelo siempre mostré baja significancia, por no cumplir los supuestos minimos.
para suaplicacion. Esta alta variabilidad se puede deber en parte a que los explantes
se tomaron indiscriminadamente de la coleccion y es posible que cada material de la
colecta reaccione de manera diferente a las variaciones de concentracion hormonal;
de la misma manera se puede suponer que esta gran variabilidad en el nimero de
estructuras caulinares y foliares observadas en cada unidad experimental, se debiéi
a que en el proceso inicial de toma de meristemos, estos se tomaron tanto de log
apices como de las axilas, ya que segin Navarro (1987) los meristemos apicales
son los indculos mds efectivos para la produccion de plantas completas. ‘
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Tabla 1. Promedios de ntimero de tallos y de hojas obtenidos en los medios de
cultivo analizados.

Tl g) 3 T™ IS T6
NGl Hgas NIall Hojes NTall bhjss NTal Hojes NIl Fojss NIl Hos
Promedio 320 920 540 1720 600 166 98 198 48 1280 420 1260
DesvStd 239 942 410 1080 235 861 217 363 421 798 130 24l

Todos los tratamientos permitieron la formacion de organos; sin embargo, el (inico
que favoreci6 la formacién de plantas completas fue el tratamiento 6 que se carac-
terizo por la presencia de las hormonas ANA y cinetina en el medio de cultivo.
Debido a las diferencias entre el contenido hormonal de éste (T6) y los demas
tratamientos es necesario explorar otras relaciones hormonales para poder produ-
cir plantas completas, ya que la manipulacion de auxinas y citocininas en los medios
de cultivo permite, segiin Gerge y Sherrington (1984) y Debergh y Zimmerman,
(1991), citados por Segura (1993), controlar la organogénesis in vifro de muchas
especies vegetales; ademas se deben tener en cuenta las relaciones auxinas/
citocininas, ya que segin el modelo Skoog-Miller, la diferencia de yemas vegetativas
(caulogénesis) es promovida por balances auxinas/citocininas favorables en éstas
tltimas, mientras que los balances favorables a las auxinas inducen la formacién de
raices (rizogénesis) (Segura, 1993).

La evaluacion del peso de los tejidos producidos en cada uno de los tratamientos
(Tabla 2) permiti6 establecer diferencias estadisticas entre los tratamientos, lo cual
se traduce en diferencias en cuanto al crecimiento de los tejidos en cada uno de los
medios analizados (Tabla 3).
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Tabla 2. Peso (mg) de los tejidos de uvilla formados en diferentes medios ¢
cultivo y en cada unidad experimental.

T1 T2 T3 T4 T5 T6
REP 1 31,41 1022,25  1737,04 539,63  1953,05 974,51
REP 2 384.00 271,05 1362,62  4001,40 356629 175220
REP 3 361,54 275,14 164615  2820,54 149552  2756,28
REP 4 13,16 593,42 368533  3451,00 219257 395,30
REP 5 392,09 484,00 194235 302154 3084,52 147552
PROMED 236,44 529,17 207470  2766,82 245839  1470,76
Tukey .05 * C BC BA A A BAC

* Promedios que contienen la misma letra no difieren estadisticamente

Tabla 3. Analisis de Varianza para el peso de tejido de uvilla alcanzado en diferen:
tes medios de cultivo.

FV G ™M Fo

Pr>F
Tratamientos 3 534563948 7,56 0,0002
Error 24 707420,90
Total 29

La prueba de comparacién de promedios de Tukey (Tabla 4) mostré que los indculos
sembrados en los medios correspondientes a los tratamientos 4 (2766,8 mg) v 5
(2458.,4 mg) alcanzaron el mayor peso al cabo de cuatro semanas de crecimiento,
con diferencias estadisticas significativas cuando se compararon con los indculos
crecidos en el medio basico (T1), los cuales solamente alcanzaron un peso final de
236,4 mg; no se observaron diferencias estadisticas entre los demas tratamientos.
Estos resultados conducen a plantear la posibilidad de mejorar las relaciones hor=

monales correspondientes a los tratamientos 4 y 5, si se desean crecimientos rapi-
dos y plantas completas.

Las diferencias encontradas en el peso de los tejidos formados en cada uno de log
medios estudiados las explica Devlin (1980) citado por Barba (1987) cuando afir-
ma que las auxinas actiian de modo diverso en el crecimiento, incrementando el

(
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contenido osmético de las células y la permeabilidad al agua, reduciendo la Iprcsmln

de la pared o aumentando la sintesis de ARN, proteinas especificas y aun de .—;

misma pared, provocando incrementos en la plasticidad de la pared celular, lo cua
2

repercute en el crecimiento.

CONCLUSIONES

De los medios de cultivo analizados, los correspondientes a los tra'tlamientos j‘dl y
T5 se mostraron como los més promisorios en cuanto a la 0?tenc10n de mayuru;
velocidades de crecimiento de los tejido, expresadas en.funcwn de peso fresco; ¢
medio basico (T1) presentd los menores pesos promedios.

El tratamiento T6, con ANA y cinetina, fue el tinico que permitio la formacion y
desarrollo de plantas completas de uvillas (Physalis peruviana L.).
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