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RESUMEN

Se cultivaron explantes de peciolo de 7. tuberosum en medio Murashige
& Skoog suplementado con auxinas y citoquininas. Se describe la formacion
de callo y la regeneracion de organoides semejantes a raices obtenidos a
partir del subcultivo. Vastagos obtenidos mediante micropropagacion, se
incubaron a temperaturas de 18°C y 22°C, en medio MS para enraizamien-
to, observandose diferencias notorias en la morfologia de las iaices.

SUMMARY

Petiole explants of T. tuberosum were cultivated in Murashige & Skoog
medium suplemented with auxins and citokinins. Callus formation and
abnormal morphogenesis obtained from subcullures are described. Shoots
obtained by micropropagation were incubated at 18°C and 22°C in medium
MS for rooting. Notorius differences in root morphology were observed.

INTRODUCCION

El cultivo de tejidos vegetales, ademas de ser un recurso de la biotecno-
logia que ha permitido avances significativos en la solucion de problemas
de propagacion y mejoramiento de plantas de importancia econdmica,
constituye un medio que facilita la investigacion basica en difer:ntes areas
de la morfologia, fisiologia y genética vegetal. En este trabajo sc: presenta la
segunda parte de un estudio de cultivo de tejidos de la especi.: Tropaeolum
tuberosun (“navio”, “cubio”, “anu™).
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T. tuberosum es una planta herbacea originaria de los Andes, en donde
se cultiva para alimentacion desde antes de la llegada de los espanoles
(Pérez, 1956). El principal producto aprovechable es su tubérculo, llamado
popularmente “cubio” en la Sabana de Bogota, en donde el mercado para
el ano de 1980 se calculé en unas 500 toneladas/mes (Gonzalez y Obando,

1980)

Los analisis de la composicion quimica del tubérculo de T. tuberosum
demuestran que posee buenas cualidades como alimento; su proteina
contiene todos los aminoacidos esenciales, excepto la histidina; posée alto
contenido de vitamina C y se le considera mejor alimento que la yuca y
similar a la papa. Igualmente se cree que el tubérculo es apropiado para la
industria de la galleteria (Gonzalez y Obando, 1980).

Un estudio detallado de la historia del cullivo y de la importancia
socioecon6mica de T. tuberosum, lo presenta Villamizar (1985).

Teniendo en cuenta las deficiencias nutricionales existentes en grandes
nucleos de la poblacion colombiana, es urgente llevar a cabo estudios de
aquellos productos que, como el cubio, pueden constituirse en alternativas
para la alimentacion. Mediante el cullivo de tejidos vegetales es posible
mejorar la productividad e inducir variaciones genélicas que permitan
obtener productos de mayor calidad. Para T. tuberosum no se han reportado
trabajos en Cultivo de Tejidos, excepto el ya publicado por los autores
(Fandifo et al., 1987).

El presente articulo trata de diferentes aspectos de la anatomia y fisiologia
del desarrollo de los callos, asi como de la morfonénesis a partir de los
mismos. Igualmente se describe el efecto provocado por la diferencia de
temperatura sobre el proceso de enraizamiento “in vitro”.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajo con plantas cultivadas en predios de la Universidad Nacional
de Colombia, sede Bogota. Se tomaron hojas jovenes, las cuales se trans-
ladaron al laboratorio, en donde se lavaron con agua y Teepol. Para
induccioén de callo, se separaron explantes de peciolo de aproximadamente
0.5 cm. de longitud. Se desinfectaron sumergiéndolos en Etanol 70%
durante un minuto y luego en hipoclorito de sodio 1% durante dos minutos.
Después de enjuagarlos con agua destilada esteril, se colocaron en el medio
de cultivo dentro de frascos de vidrio de 40 ml. Las “siembras” de los
explantes se hicieron en un ambiente aséptico dentro de una camara de
fluido laminar. Para la micropopagacion, se separaron yemas axilares, las
cuales se llevaron al medio del cultivo siguiendo un procedimiento similar.

En todos los cultivos se utilizé un medio basico conformado por macro-
nutrientes, micronutrientes, vitaminas y sacarosa segin Murashige y
Skoog (1962}, el cual se ajustd a un PH inicial de 5.8 y se solidificé con
Agar-Agar 7g/litro. Finalmente se esterilizd en autoclave a una temperatura
de 121°C y 15 atmosferas de presion durante 20 minutos.

El medio basico se suplementé con reguladores de crecimiento vegetal
de acuerdo con el proposito de los diferentes cultivos.

Para induccion de callo se emplearon combinaciones de Kinetina (6-fur-
furilaminopurina) en un rango de 0.1 a 5 ppm con cada una de 1 15 siguientes
auxinas: 2.4-D (Acido 2.4-diclorofenoxiacético) 0.5 a 10ppm; AIA (Acido
Indolacético) 0.01 a 2ppm y ANA (Acido Naftalenacético) 0.5 a 2 ppm. Los
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cultivos se incubaron en condiciones de lu1 u oscundad auna temperatura
de 22°C-25°C.

El subcultivo de callos para morfogénesis, se efectio en medio basico con
combinaciones de ANA 0.5-2 ppm y BAP (6-bencilamino purina) 0.5-3 ppm,
a la misma temperatura y con fotoperiodo controlado de 16 horas diarias a
2.000 Tux.

En el cultivo de yemas, para la micropropagacion, se utilizé6 medio basico
suplementado con la citoquininas BAP y Kinetina (6-furfurilaminopurina),
en concentraciones de 0-5 ppm, fotoperiodo de 16 horas/dia a 2.000 lux,
y se ensayaron tres temperaturas diferentes: 18°C, 22°C y 26°C.

El enraizamiento de vastagos obtenidos por propagacion “in vitro”, se llevo
a cabo en medio basico al cual se le adicioné ANA (1-2 ppm). Se mantuvo
el mismo fotoperiodo y se ensayaron temperaluras de 18°Cy 22°C..

Los resultados prelimianres de estos experimentos se presentaron en
publicacion anterior (Fandino et al., 1987)

Los callos seleccionados para este estudio se mantuvieron en cultivo
prolongado (90-100 dias) en oscuridad, en medio basico con co’ncenlracio~
nes relativamente altas de 2,4-D (5-10 ppm) 'y Kinetina (3-5 ppm)
temperatura constante de 25°C.

Para los estudios anatomicos durante la formacion del callo. se observo
primero la organizaciéon inicial de los tejidos del peciolo y se tomaron
explantes, cada 5 dias, para analizar los cambios histologicos ocurridos.
Igualmente se estudi6 la anatomia de los organoides regenerados a partir
de los callos.

Las muestras se fijaron en FAA durante 12 horas y se sometieron a los
procedimientos corrientes de deshidratacion con Etanol e imbibicion en
parafina para obtener secciones de 7-10 micras. Estas se colorearon con
Fast-Green y Hematoxilina. También se hicieron cortes de material fresco
a mano alzada, utilizando Safranina como colorante.

Este trabajo' se llevdo a cabo en el laboratorio de cultivo de TC]ldOS
Vegetales, Departamento de Biologia, Umversndad Nacional de Colombia,
Bogota.

RESULTADOS Y DISCUSION
Formacion del Callo A

El peciolo de T. tuberosum presenta un lumen central hacia la parte basal,
el cual va siendo ocupado por tejido parenquimatico a medida que s¢ acerca
a la lamina foliar. Los haces vasculares en numero de 8,a 10 estan
distribuidos hacia la periferia rodeados por tejido parenquimatico.

A los 5 dias los explantes comienzan a ensancharse a manera de huso.
El examen histologico demuestra pequefias agrupaciones de células indife-
renciadas dentro de parénquima. A los 10 dias de cultivo hay ‘gran prolife-
racion de estos nucleos meristematicos. A los 20 dias atin se conserva la
forma alargada del explante. El examen histologico (Fig 1} muestra que ha
desaparecido toda evidencia de tejido organizado, y los constituyentes
celulares presentan una composicion heterogénea. Se observan zonas con
células grandes y vacuoladas de forma irregular y zonas con pequenas
células isodiamétricas de tipo meristematico.
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Fig. 1. Seccién transversal de un explante de peciolo de T. tuberosum a los 20 dias
de cultivado. Obsérvese que ha desparecido la organizacién de los tejidos.
(I) Células indiferenciadas. (D) Células diferenciadas. 32X.

Esta estructura interna del callo corresponde a la descripciéon hecha por
otros autores (Butcher e Ingram, 1876). Los callos consistentes de parén-
quima uniforme son muy raros; ej: Agave y Rosa (Narayanaswamy, 1977).

Nuestras observaciones permitieron establecer que las células parenqui-
maticas son las reponsables de la formacion de callo a partir de explantes
de peciolo de T. tuberosum. Nassuth et. al. (1980), encontraron que la
formacion del callo en explantes de tallo de Coffea canephora se inicia a
partir de todo el tejido parenquimatico localizado entre la epidermis y el
cilindro central. No observaron actividad ‘del cambium vascular. Ellis y
Borman (1971) determinaron que las células del cambium vascular dieron
origen al callo en explantes de tallo de nicotiana Tabacum. Raju y Mann
(1970) demostraron para Echeveria elegans, mejor respuesta de induccion
y formacion de callo, en hojas jovenes sin tejidos vasculares diferenciados,
que en hojas con tejido vascular diferenciado.

Es posible obtener callos en cultivos “in vitro” de diferentes tejidos tales
como epidermis, parénquima cortical y medular de tubérculos, cotiledones,
endospermo, ovocélulas y otros (Narayanaswamy, 1977). La nulipotencia-
lidad o totipotencialidad varia de una especie a otra y de un tejido a otro,
de acuerdo con la condiciones de cultivo, origen del explante y edad de la
planta (Tran Thanh Van, 1981).

MORFOGENESIS

Callos de 90-100 dias subcultivados para morfogénesis (fig. 2) dieron
origen, después de 20-30 dias, a unos organoides de color blanco-amari-
llento, de forma conica o cilindrica, los cuales crecieron preferencialmente
por encima del medio de cultivo (fig. 3). De acuerdo con Esau (1965), estos
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Fig. 3. Organoides regenerados después de 30 dias a partir del subcultivo de callos.
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organoides revelan una estructura interna con caracteristicas similares a
las de muchas raices (fig.4 ). Se destaca el cilindro central con sistema
xilematico del tipo diarco y unas células con paredes engrosadas semejantes
a la endodermis de raices de monocotiledoneas y dicotiledéneas que no
presentan crecimiento secundario.

I

Fig. 4. Seccion transversal de los organoides regenerados a partir de callos. Notese
el cilindro vascular con xilema tipo diarco. La flecha indica c¢lulas con paredes
cngrosadas del tipo endodérmico. 100X.

Se presentd también formacion de verdaderas raices (organogénesis)
delgadas, con abundantes pelos que crecian generalmente dentro del medio
de cultivo.

Si bien el objetivo principal del cultivo de callos es la regeneracion de
plar.tas con variaciones genéticas aprovechables, mediante los procesos de
organogénesis y/o embriogénesis, esto no siempre es posible debido a que
las células han sido sometidas a una serie de procesos traumaticos desde
el momento de la excision del explante. Alteraciones genéticas y fisiologicas
pueden dar origen a formas anormales como las obtenidas en el presente
estudio.

Después de la excision, ocurren fenéomenos tales como: incremento de la
perineabilidad de la membrana, destruccion o sintesis de hormonas de
crecimiento y la consecuente activacion genética diferencial, cambios en la
actividad de la peroxidasa y en el metabolismo de los compuestos fendlicos,
y muchos otros efectos complejos que afectan el “estado celular inherente”
(Tran Than Van, 1981).

En la mayoria de los casos, la capacidad de regeneracion de vastagos
disminuye con la edad y el subcultivo, pero la capacidad de formar raices
puede persistir por anos (Narayanaswamy, 1977). Loewenberg (1969) resal-
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t6 la capacidad de callos de Cyclamen persicum para regenerar vastagos y
raices después de siete anos de subcultivo.

Otro factor que afecta seriamente la organogénesis a partir de callos es la
utilizacion de 2-4-D, especialmente en altas concentraciones. El AIA y el
ANA son auxinas mas adecuadas para mantener la estabilidad cromosomi-
ca (Nickell y Torrey, 1969). Para T. tuberosum no fue posible obtener callos
empleando estos dos ultimos reguladores de crecimiento, aunque falté un
estudio mas produndo al respecto.

El 2,4-D es ampliamente utilizado en la induccion de callo, pero los
explantes deben transferirse en corto tiempo a un medio con citoquininas
para mantener el potencial de regeneracion del vastago. El mantenimiento
de la estabilidad cromosomica en cultivos de callos y células en suspension
constituye, en el momento, uno de los principales objetivos e las investi-
gaciones de organogénesis “in vitro” (Flick, et al., 1983).

ENRAIZAMIENTO

Los vastagos obtenidos por micropropagacion a partir de yemas que
crecieron en el medio para enraizamiento a una temperatura de 18°C,
desarrollaron numerosas raices delgadas con abundantes pelos, mientras
que los vastagos incubados a 22°C dieron origen a raices tuberosas de un
aspecto similar al del tubérculo que constituye la parte comestible de T.
tuberosum (fig. 5). La temperatura es un factor fisico importante que influye
en el desarrollo “in vitro” de diferentes tejidos y 6rganos vegetales, debido
a su accion sobre los procesos enzimaticos del metabolismo celular (Buten-
ko, 1968).

Fig. 8. Morfologia de raices que crecieron a diferentes temperaturas. Izquierda, raices
tuberosas desarrolladas en cultivo a 22°C. Derecha, raices delsadas (filifor-
mes) obtenidas en cultivo a 18°C.



78 ACTA BIOLOGICA COLOMBIANA, VOL. 1, No. 5

Es importante anotar que T. tuberosum crece en lugares de bajas tempe-
raturas en donde la produccion de tubérculos es normal. En contraste, la
tuberizacion “in vitro” es favorecida por un incremento moderado de la
temperatura. Este hecho constituye una demostracion significativa de los
fenomenos complejos que se presentan durante los procesos efectuados en
la aplicacion del cultivo de Tejidos Vegetales.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. Se establecié que el tejido parenquimatico fue el responsable de la
induccion y formacion de callo en los cultivos “in vitro” de explantes de
peciolo de T. tuberosum.

2. Se obtuvo morfogénesis anormal a partir del subcultivo de los callos,
probablemente como consecuencia del prolongado cultivo de los mismos en
un medio con concentraciones de 2,4-D relativamente altas.

3. Se encontro que la temperatura ejerce una influencia notoria sobre la
morfologia del enraizamiento “in vitro” de vastagos obtenidos por micropro-
pagacion.

4. Es importante continuar los estudios encaminados a obtener regene-
racion de plantas a partir de callos y cultivos celulares de esta especie, con
el propésito de inducir variaciones genéticas que permitan, en un futuro
cercano, el mejoramiento de la calidad del producto comestible, y con ello,
incrementar su comercializacion. Otros productos de calidad nutricional
semejante o inferior, como la papa y la yuca, son objeto de programas de
mejoramiento por parte de investigadores del area de cultivo de 1ejidos en
entidades internacionales tales como el CIP y el CIAT.

5. T. tuberosum es una especie que presenta gran facilidad y diversidad
de respuestas en condiciones de cultivo “in vitro”, por lo tanto, se recomien-
da utilizarlo como material didactico en cursos de capacitacion.
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