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RESUMEN

El tomate es una especie de gran importancia agricola, ademas es fuente de vitaminas, minerales y compuestos
antioxidantes, por ello es esencial buscar variedades resistentes a enfermedades. Solanum pimpinellifolium L.
‘tomatillo silvestre’, uno de los parientes silvestres del tomate, es considerado como reservorio de genes
multipropdésitos, lo cual hay que aprovechar. Con este interés se regeneraron plantas in vitro a partir de hojas de
‘tomatillo silvestre’. Se establecio un sistema de germinacion in vitro para las semillas de procedencia ex vitro, la
utilizacion de semillas permitio obtener en poco tiempo plantulas adecuadas para el inicio de la regeneracion. La
respuesta in vitro de los explantes fue evaluada en cuatro tratamientos, se usé el medio de cultivo basal propuesto
por Murashige y Skoog (MS) con acido a-naftalénacético (ANA) y 6-bencil aminopurina (BAP) en diferentes
combinaciones. El mayor porcentaje (30%) en lainduccion de brotes selogré con 0.1 mg |t deANAy 1mg It de
BAP. La presencia de callos y raices se pudo observar a partir de los 7 dias de iniciado el cultivo en el tratamiento
con la combinacion 1mg I* de ANAy 0.1 mg I de BAP. Los callos presentaron de 1 a 2 brotes adventicios por
explante después de 30 dias deIcultivo y de 3 a 6 brotes a los 70 dias después de esta. Ademas, se observo la presencia
de plantulas adventicias completamente formadas (tallo y raiz) a partir de la quinta semana deiniciado el cultivo. Se
concluye que lamejor combinacién para laregeneracion in vitro fue 0.1 mg I de ANAy 1 mg I de BAP.
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ABSTRACT

Tomato is a species of agricultural importance. Besides, it is a source of vitamins, minerals and antioxidant
compounds. Therefore it is essential to obtain varieties resistant to diseases. Solanum pimpinellifolium L. “Tomatillo
wild’, one of the wild relatives of tomato, is considered multipurpose reservoir of genes. This characteristic must be
exploited. In vitro plantlets from leaves of ‘wild tomatillo’ were regenerated with this objective. A system for in vitro
germination of seeds obtained from ex vitro sources was created. The use of seed allowed obtaining adequate
seedlings in a short time to start regeneration. The in vitro response of explants was evaluated in four treatments.
The Murashige and Skoog (MS) basal culture medium supplemented with a-naphthaleneacetic acid (NAA)
and 6-benzyl aminopurine (BAP) was used in different combinations. The higher percentage (30%) of shoot
induction was achieved with 0.1 mg I NAA/ 1 mg It BAP. The presence of callus and roots was observed
after seven days of culture in the combination treatment with 1 mg I NAA/ 0.1 mg It BAP. Callus showed 1
or 2 adventitious shoots per explant after 30 days of culture and 3 to 6 shoots after seventy days. Furthermore,
the presence of fully formed adventitious plantlets (shoot and root) was observed after the fifth week of culture.
Therefore, the best combination for in vitro regeneration is NAA0.1 mg 11/ 1 mg I BAP.

Keywords: auxin, cytokinins, indirect organogenesis

INTRODUCCION

El género Solanum (Solanaceae), comprende
unas 2 500 especies las cuales estan
difundidas, particularmente, en América del Sur.
Su versatilidad para consumo en fresco o en
conservay su adaptabilidad han jugado un papel
fundamental en su rapida y extensa utilizacién
(Jones et al., 2001). La significativa diversidad

del tomate y su potencial para la mejora futura
de las variedades cultivadas, han sido revisadas
recientemente desde varias perspectivas (Bretd
etal., 2003; Ball et al., 2007; Zuriaga et al., 2009).
Los esfuerzos en su mejora genética, han dado
lugar a cultivares adaptados a una diversidad de
ambientes, métodos de produccién y usos
alimentarios, siendo uno de los objetivos
principales el desarrollo de cultivares resistentes


mailto:shvalderrama:@gmail.com

16

a enfermedades. Los parientes silvestres del
tomate cultivado son los que con frecuencia han
proporcionado la Gnica fuente inicial de genes de
resistencia a factores bioticos y abidticos. Este
grupo incluye a S. hirsutum (tolerancia al frio), S.
pennellii (tolerancia a sequia), S. peruvianum
(resistencia a insectos), S. chilense (resistencia
a nematodos) y S. pimpinellifolium (resistencia a
hongos y virus) (Jones et al., 2001).

S. pimpinellifolium L. ‘tomatillo silvestre’
(Solanaceae) es una planta herbacea comun en
la costa de Peru y Ecuador (Rick et al., 1997,
Caicedo y Schall, 2004) es fuente de minerales,
vitaminas y compuestos antioxidantes, ademaés
de su resistencia a enfermedades fungicas y
virales (Breto et al., 1993).

La propagacion vegetativa in vitro permite obtener
en corto tiempo, en condiciones bien
establecidas, un gran nimero de individuos, en
un espacio reducido y se puede iniciar a partir de
nudos y yemas. Ademas, existen técnicas de
propagacién de plantas in vitro; como la
organogénesis y embriogénesis, mediante
regeneracién de plantas en los cuales se pueden
regenerar nuevos brotes o embriones adventicios
y de ellos plantas. Este es un importante
procedimiento para la seleccion, producciony la
investigacién en biologia vegetal.

Durante muchos afios se han conocido sistemas
in vitro, mediante los cuales se pueden formar
brotes directamente de una parte de la planta,
sin la formacion de un callo. A este proceso se le
denomina organogénesis directa (Bhojwani y
Razdan, 1983; Arellano et al., 2009). Sin embargo,
existe también la organogénesis indirecta, la cual
forma brotes o raices adventicias con la previa
aparicion de un callo (Serrano y Pifiol, 1991).

La formacion in vitro de raices o brotes depende
de la adecuada proporcidon de auxinas y
citoquininas afiadidas en el medio de cultivo. Un
balance hormonal end6geno es favorable parala
morfogénesis y en algunos casos, esto puede
ser producido por diversos tratamientos exdgenos
0 por procesos del mismo explanto (Peres et al.,
1999; Peresy Kerbauy, 1999).

Unas de las condiciones de los cultivos in vitro
son las concentraciones adecuadas de
reguladores del crecimiento. Las citoquininas son
clasicas hormonas estimuladoras de la divisién
y diferenciacién celular que afectan una amplia
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gama de procesos de desarrollo de las plantas,
entre los que cabe citar la iniciacién del
desarrollo del cloroplasto, el retraso de la
senescencia, la movilizacion de nutrientes, la
estimulacion de la expansion de los cotiledones,
asi como la induccién de la formacion de brotes
en cultivos de tejidos vegetales (Cejudo, 2002).

La auxina es la principal hormona en el control
del desarrollo de la raiz Por ejemplo, la adicién
exogena de acido a-naftalenacético (ANA) a
raices primarias de maiz (Zea mays) inhibe la
elongacién y estimula el crecimiento radial
(Kerk y Feldman, 1995). Muchas especies
requieren las auxinas mas fuertes como acido
indol-3-butirico (IBA) o ANA para estimular la
formacién de laraiz (Salisburyy Ross, 1994).

Se conoce un gran nimero de especies en las
cuales se puede fomentar la proliferacién de
brotes en los explantes, mediante la adicion de
una o varias citoquininas y auxinas al medio de
cultivo basal; en consecuencia, se puede
inducir a formacion de brotes o raices ajustando
la relacién auxina: citoquinina exégena
(Bhojwani, 1990; Krikorian, 1991).

Las especies de Solanum que se han
regenerado a partir de explantes foliares incluyen
S. ducamara, S. khasianum , S. laciniatum ,
S.nigrum y S. tuberosum ( Zenkteler, 1972;
Bhatt et al., 1979; Whalen et al., 1981; Roest
y Bokelmann, 1976; Evans y Sharp, 1986).
Estos estudios indicaron que la regeneracion
de brotes depende de una relacién de altas
concentraciones de citoquininas y baja en
auxinas.

En S. lycopersicoides, se ha informado
rizogénesis a partir de callos con la adicién de
ANA (15 mg IY) o éacido 2,4-D
diclorofenoxiacético (2,4-D) (1 mg I'Y) (Burza
et al., 2003) o también, en la misma especie,
utilizando raices para obtener brotes
adventicios con benciladenina (BA) (5 mg I%)
(Tylicki, 2008).

Por otra parte en S. melongena, en otra
experiencia también se obtuvieron brotes
adventicios a partir de raices utilizando
tidiazurén (TDZ) (0.45 uM) y 6-BAP (13.3 uM)
(Mukherjee et al., 1991; Franklin et al., 2004).

En la historia de la tecnhologia del cultivo in vitro
de tejidos vegetales, las razones del fracaso
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en lainduccién de nuevos tejidos u 6rganos en
los tejidos vegetales son aln desconocidas.

Hasta ahora no se conoce de un protocolo de
regeneracion in vitro de tomate general, debido
a que ello depende del cultivar, de la
concentracién y tipo de los reguladores de
crecimiento en el medio de cultivo, de las
condiciones fisiolégicas del donante y del tipo
de explante utilizado, etc. (Xiang et al., 2008).

Con lo expuesto, el interés de este trabajo fue
regenerar in vitro plantas de Solanum
pimpinellifoliuma a partir de explantes foliares.

MATERIALES Y METODOS
Obtencién del material biol6gico

Se utilizaron hojas de Solanum pimpinellifolium
L. «tomatillo silvestre» a partir de semillas
germinadas in vitro, de 20 dias de cultivo. Las
semillas fueron recolectadas del campus
universitario de la Universidad Nacional de
Trujillo (UNT), y fueron identificadas
taxonémicamente en el Herbarium Truxillense
(HUT). La experiencia se realizé en el
Laboratorio de Fisiologia y Cultivo de Tejidos
Vegetales (UNT).

Germinacion de semillas

Las semillas fueron desinfestadas
superficialmente con etanol al 70% (v/v) por 1
minuto o hipoclorito de sodio (lejia) 3% (v/v) por
4 minutos, seguido de cuatro enjuagues en agua
destilada estéril en cada proceso. Se colocaron
20 semillas por frasco de vidrio, éstos
contenian medio de cultivo basal MS
(Murashige y Skoog, 1962). Las semillas se
acondicionaron a 25 + 1°C y fotoperiodo del16
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horas de luz y 8 horas de oscuridad (46 pmol
m~2s?!) mediante lamparas de luz fluorescentes
blanca (Fig. 1a).

Regeneracion de plantulas
- Medio de cultivo basal y tratamientos

Se utilizé el medio de cultivo basal MS completo
con diferentes combinaciones de &cido a-
naftalénacético (ANA) y 6-bencilaminopurina
(BAP), vitaminas de Gamborg (Gamborg et
al., 1968), 30 g I'* de sacarosay agar agar al
1% (m/v). Se ajusté el pH entre 5.5a 6.5. Luego
se esterilizaron en una autoclave durante 30
minutos con 15 libras de presion y 121°C.

- Establecimiento del explante

El establecimiento de los explantes foliares se
realiz6 bajo condiciones de asepsia. Para ello,
se utilizé una camara estéril previamente
acondicionada (Fig. 1b). Los explantes
procedentes de plantas de 20 dias de cultivo
fueron introducidos en frascos con 2 ml de
medio de cultivo semisélido (Fig. 1c), de modo
gue siempre el envés estuvo en contacto con
el medio de cultivo, ademas se subcultivaron cada
treinta dias. Los explantes se incubaron a 25 +
1°C, con un fotoperiodo de 16:8 (Fig. 1d).

Disefio experimental

Se utilizé wun disefio experimental
completamente al azar. Para establecer el
efecto de los reguladores de crecimiento sobre
los explantes, se formularon cuatro
tratamientos (Tabla 1) cada uno con tres
repeticiones. Cada tratamiento consistié de
treinta unidades experimentales las cuales se
evaluaron cada treinta dias de cultivo.

Tabla 1. Combinaciones de reguladores de crecimiento ANA-BAP (cuatro tratamientos) que se utilizaron para
la regeneracion de plantulas a partir de explantes foliares de S. pimpinellifolium L.

Regulador de crecimiento (mg 1)

Tratamiento

T1
T2
T3
T4

ANA BAP
0.1 1.0
1.0 0.1
0.1 0.1
1.0 1.0
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Evaluacion

Con los datos recolectados, se determiné:
namero de brotes por callo, nimero de callos,
masa seca Y fresca de callo (g).

Con estos datos se procedidé aplicar las
siguientes formulas:

e Porcentaje de regeneracion de brotes
(explantes desdiferenciados en brotes, con
presencia de tallo y raiz): nimero de explantes
gue se desdiferencian en brotes x 100 /nimero
total de explantes de cada tratamiento.

e Porcentaje de regeneracion de raices
(explantes desdiferenciados en raices, con
presencia de callo y raiz): nimero de explantes
gue se desdiferencian en raices x 100 / nimero
total de explantes de cada tratamiento.

e Porcentaje de callos (explantes no
desdiferenciados, solo con presencia de callo):
nimero de explantes que solo produjeron callos
x 100 / total de nUmero de explantes de cada
tratamiento.

e Evaluacion cualitativa de brotes, utilizando
una escalade 1 abs.

5: hojasy tallos verde oscuro, no hay etiolacion,
4: hojas y tallo verde oscuro, poca etiolacion,
3: brotes apicales y hojas superiores verdes,
etiolacién presente, 2: brote apical verde, hojas
ytallo marrén, 1: todas las plantulas marrones,
brote apical no verde, plantulas muertas.
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Tasa de crecimiento del callo: se pesaron los
callos cada 30 dias y se utilizé la siguiente
formula: Tc=W,—-W;x100/t, -t;

Donde: W,: peso final
W;: peso inicial
tp: tiempo final
ty: tiempo inicial

Andlisis estadistico: a los datos obtenidos se
les calcul6 el promedio y se sometieron a un
anélisis de varianza (ANAV) con una
significancia de (p < 0.05) y la prueba de
Tukey (5% de probabilidad) (Steel y Torrie,
1988).

Analisis histoldgico: para el analisis del
proceso de des-diferenciaciéon se tomé un
explante de cada tratamiento. Este fue
colectado al primer y quinto dia de iniciado el
cultivo y luego cada 30 dias. Los explantes a
analizar se conservaron en solucion FAA'y
luego de procesarlas se procedi6 al corte
histol6gico (secciones de 8-10 pM) utilizando
un micrétomo. Para la coloracion de los
tejidos se utilizoé safranina (1%, m/v) en 50%
(v/v) de etanol y hematoxilina al 2% (v/v). Las
observaciones y las microfotografias se
realizaron con un microscopio NIKON con un
aumento de 400x con camara digital
Olympus (5.1 megapixel), respectivamente.

Figura 1. Procedimiento de introduccion de los explantes foliares de S. pimpinellifolium: a) Plantulas de in
vitro de donde se obtuvieron los explantes foliares, b) Preparacion del explante, c) Explantes foliares en el
medio inductor y d) Tratamientos en la sala de incubacion.
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RESULTADOS

Selogro la formacion de brotes, raices y callos
de S. pimpinellifolium L. a partir de explantes
foliares.

En el tratamiento 1: (0.1 mg I*ANA + 1 mg I
BAP) se obtuvo el mayor porcentaje de brotes
inducidos (30%). La presencia de callos se
observé a partir de la segunda semana de
iniciado el cultivo, mientras que las raices (en
namero de dos) emergieron aproximadamente
a partir de los 30 dias en este tratamiento. Los
callos verdes y prominentes presentaron de
uno a dos brotes adventicios por explante
después de 30 dias de cultivo y de tres a seis
brotes a los 70 dias (Tabla 2).

En el tratamiento 3: (0.1 mg I* el ANA + 0.1
mg I BAP), se observaron callos de tamafio
similar al tratamiento 1, sin embargo, las raices
fueron mas abundantes (en nimero de cuatro),
a partir de la tercera semana, en este
tratamiento se regeneraron de tres a cinco
brotes después de 60 dias de cultivo (Tabla 2).

En los tratamientos donde ANA se afiadi6 a
las concentraciones de (1.0 mg 't ANA+ 0.1
mg It BAP, tratamiento 2 y 1.0 mg It ANA +
1.0 mg I'* BAP, tratamiento 4), no se observo
formacion de brotes pero si la presencia de
callos (poco visibles) y gran cantidad de
raices; en un numero mayor a 10; todo ello a
partir de los 10 dias de iniciado el cultivo
(Tabla 2).

De los promedios estimados (%) del nimero
de callos y niumero de explantes foliares que
regeneraron raices y brotes adventicios
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(Tabla 2), se observo que el tratamiento 2 y
el tratamiento 4 indujeron en su totalidad
(100%) raices adventicias, con un nimero
promedio de nueve raices regeneradas. Los
brotes regenerados en los tratamientos 1y 3
(combinaciones de ANA 0.1 mg I'y BAP 0.1
y 1.0 mg I'Y) se les describié con hojas y tallos
verde oscuro, y sin etiolaciéon por lo que
fueron ubicados en la escala de 5, segln la
evaluacién de brotes.

Para la tasa de crecimiento de los callos
(Tabla 3), la masa fresca (relacionado con la
presencia de agua en los tejidos) a los 30
dias fue mayor el tratamiento 1 (0.75), a los
60 dias el tratamiento 2 (0.39) y alos 90 dias
en el tratamiento 1 (1.97), mientras que, la
masa fresca (relacionado a la cantidad de
materia organica e inorganica sintetizada)
presentd la misma tendencia. En cambio
cuando se analizé la proporcién de
crecimiento del callo por tratamiento, fue el
tratamiento 1 el que destacé en masa fresca
y masa seca. También se debe anotar que el
tratamiento 1 fue el que mayor namero de
brotes produjo (30%) lo cual coincidi6 con el
mayor porcentaje de crecimiento de los
callos.

En el proceso de regeneracion (Fig. 2), que se
inicio a partir de un explante foliar (Fig. 2a) se
observo la formacion de callos (Fig. 2b) antes
de la emergencia de las raices adventicias (Fig.
2c) a los 15 dias de cultivo Se consideré un
brote adventicio regenerado (Fig. 2d, Fig. 2e)
desde que se hizo visible a simple vista. Esto
ocurrié aproximadamente a los 40 dias de
cultivo. Se esperd su maximo desarrollo in vitro
(Fig. 2f) para aclimatizarlos (Fig. 29).

Tabla 2. Porcentajes (%) de callos y regeneracion de raiz y brote obtenidos a partir de explantes foliares de
S. pimpinellifolium ‘tomatillo silvestre’ a los 90 dias de cultivo.

a N° de raices
Tratamie ntos callos raiz brotes
por explante
T1 6 65 30 2
T2 0 100 0 >10
T3 15 70 15 4
T4 0 100 0 7

Donde: T1: (0.1 mg I ANA + 1 mg I* BAP), T2: (1.0 mg I ANA + 0.1 mg I* BAP), T3: (0.1 mg [ ANA+ 0.1
mg I BAP) y T4: (1.0 mg I ANA + 1.0 mg I* BAP)
@:Segun la escala de evaluacion de brotes , todos los brotes estan en la escala de 5.
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Tabla 3. Crecimiento relativo de los callos (%) a los 30, 60 y 90 dias de cultivo en los cuatro tratamientos
disefiados para la regeneracion in vitro de S. pimpinellifolium ‘tomatillo silvestre’.

Masa Fresca (g) Masa Seca (g)
Dias 30 60 90 30 60 90
Tratamientos
T1 0.75 0.27 1.97 0.08 0.001 0.26
T2 0.26 0.39 0.27 0.04 0.015 0.006
T3 0.07 0.07 0.82 0.01 0 0.1
T4 0.58 0.15 0.95 0.06 0.66 0.06

Donde: T1: (0.1 mg I"ANA+ 1 mgI*BAP), T2: (1.0mg I*ANA+ 0.1 mgI*BAP), T3: (0.1 mg I*ANA+0.1
mg I* BAP) y T4: (1.0 mg I ANA+ 1.0 mg I BAP)

Figura 2. Proceso de regeneracion de brotes a partir de explantes foliares de S. pimpinellifolium. a) Explante
foliar introducido en el medio inductor, b) Explante foliar de 15 dias de cultivo con raices adventicias, c)
Explante foliar de 40 dias de cultivo, con numerosas raices, d) Regeneracion del explante foliar con varios
brotes adventicios después de 45 dias de cultivo, €) Regeneracion de explantes foliares con varios brotes
adventicios de 60 dias de cultivo, f) Regeneracion del explante foliar con varios brotes adventicios de 80 dias
de edad, g - h) Aclimatacion del brote de S. pimpinellifolium. Aumento 40x, barra (1) 3 mm.

1. Explante, 2. Callo, 3. Raiz, 4. Brote
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Con respecto a la histologia de las células del
mesofilo diferenciadas (Fig. 3a), éstas iniciaron
un crecimiento desordenado a partir de las 48
horas de iniciada la siembra (Fig. 3b, 3c, 3d),
dando lugar a formacion de ‘masas celulares’
(células pequefias en division y agrupadas,
delimitadas en el tejido del callo) a los 15 dias
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(Fig. 3e, 3f) y agrupaciones mas consistentes
a los 30 dias de las cuales se empez6 a
diferenciar el tejido meristemético (Fig. 3g, 3h).
El tejido vascular se diferencio a los 60 dias
(Fig. 3i, 3j) y se observo la presencia de gran
cantidad de vasos escalariformes a los 90 dias
de cultivo (Fig. 3I).

Figura 3. Etapas en la induccién de callos (callogénesis) en los explantes foliares de S. pimpinellifolium. a)
Lamina foliar con células ordenadas, corte superficial (testigo), b) [Amina foliar a las 48 horas con células
alargadas por efecto de ANA/BAP, corte superficial c) LAmina foliar control, corte trasversal, d) Células alos
5 dias de siembra con un crecimiento desordenado, corte trasversal, e) Células pequefias en division (15
dias), f) Células pequefias formando ‘masas’ (15 dias). Coloracion con Wright (b, c, d), coloracién con

hematoxilina (e, f), Vista a 400x
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Figura 3. g) Células en divisién agrupadas dando la apariencia de un ‘nido’ (30 dias), h) Diferenciacion del
tejido meristematico (30 dias), Células pequefias (al interior) y células mas grandes (al exterior), i) Tejido
meristematico dejando un espacio lisigeno (60 dias), j) Diferenciacion de tejido vascular (60 dias), k) Presencia
de vasos xilematicos (60 dias), corte trasversal, ) Presencia de vasos escalariformes en fase de transicion
(90 dias), corte longitudinal. Coloracion con hematoxilina, Vista a 400x.

Figura 4. Granos de almidén al interior de las células que conforman un callo. Vista 400x. Tincién con lugol.
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DISCUSION

En esta experiencia se utilizaron cuatro
combinaciones de ANA/BAP (Tabla 1), en las
cuales los explantes foliares reaccionaron ante
el estimulo exdgeno de los reguladores de
crecimiento en el medio de cultivo (Tabla 2),
asi todos los tratamientos mostraron callos y
raices por efecto de la auxina y esto depende
de su concentracién y de su interaccién con
otro regulador de crecimiento para la
induccion de embriones u drganos y esta
relacién debe ser igual o mayor en algunos
casos (Andrango y Ortega, 1992) . Ademas,
los cambios se manifiestan debido a que la
auxina promueve divisiones longitudinales y
transversales para formar pequefias células
isodiamétricas (Wangy Cuming, 1996), que
se alargaron para desdiferenciar las células
enraices. Tantoenel T2 (1.0 mg It ANA + 0.1
mg I"* BAP) como enel T4 (1.0mg I ANA+ 1.0
mg It BAP) presentaron 100% de rizogenesis a
los 30 dias de iniciada la siembra. Estos
resultados concuerdan con la experiencia de
Ocampo y Nufiez (2007), quienes utilizaron
ANA (0.25 mg I') para el enraizamiento in vitro
de Psidium guajaba. Se obtuvé 100% de
plantulas enraizadas entre los 15 y 30 dias
de iniciada la experiencia.

No hay duda que la relacion citoquinina/auxina
(mayor a 1) es efectiva para la formacion de
brotes, asi se demostro en el tratamiento 1 (0.1
mg It ANA + 1 mg It BAP), el mayor nimero de
brotes formado (30%). Segun las referencias
revisadas, la diferenciacién de yemas se logra
en un medio de cultivo que tenga la relacion
mencionada al inicio, mientras que para
diferenciar raices se requieren medios de cultivo
con la relacion inversa (Pedroza, 2008). Asi lo
demostraron Unda et al. (2007), quienes
utilizando combinaciones de ANA/BAP hallaron
organogénesis favorable para Exaccum, con
gran namero de brotes y de alta calidad. Ellos
sustentaron que la formacién de vastagos
adventicios fue altamente dependiente de la
proporcion citoquinina/auxina.

Otra explicacion para la formacion de brotes
en el tratamiento 1 (0.1 mg I* ANA + 1 mg |t BAP)
fue la plasticidad y juvenilidad del explante. En
esta experiencia los explantes fueron de 20 dias
de cultivo, lo que permiti6 una mejor divisién
celular y por ende la iniciacion de los brotes
(Tiwariy Tuli, 2009). Esta hip6tesis es similar
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a la dada por Kyung et al. (2007) quienes
confirmaron que los explantes jévenes son
menos informada y poseen un metabolismo
alto y se registré una alta tasa de regeneraciéon
en este caso usando hojas jévenes de
manzana (Malus domestica) como explantes
en su experiencia.

Algo que destacar es que todos los
tratamientos indujeron el desarrollo de raicesy
fue mayor en los tratamientos 2 (1.0 mg I'* ANA
+0.1 mgI*BAP)Yy4 (1.0mgI*ANA+ 1.0 mgI*
BAP) (100%) porque la relacién citoquinina:
auxina fue menor a 1. Ademés, ambos
tratamientos no indujeron la formacién de
brotes, por la actividad antag6nica de ANA. En
los cultivos in vitro la auxina exégena orienta
diferentes vias de desarrollo a favor de la
callogénesis o rizogénesis de acuerdo con su
concentracién (Kanmegne y Omokolo, 2003).
Otras experiencias apoyan la hipétesis de que
las células dan origen a callos como a
primordios de raices, utilizando 0.5-2.5 uM de
ANA (D’ Onofrio y Morini, 2006; Gueye et al.,
2009).

En el tratamiento 3 (0.1 mg I*ANA+ 0.1 mg I*
BAP) se observo el mayor porcentaje de callos
(15%), 70% de raices y baja produccion de
brotes (15%). Esto puede deberse a que la
distribucién de la citoquinina durante la
organogénesis del vastago in vitro es
dinamica y asimétrica, un patréon de
distribucion hormonal es esencial para el
destino celular. Sin embargo, la respuesta de
la auxina y citoquinina, durante la
regeneracion del 6rgano puede ser divergente
en medios de cultivo donde se combinan
bajas concentraciones de estos reguladores,
por ello, puede ser probable que puedan
inducir callos, raices y brotes a la vez
actuando sinérgicamente en pequefias
cantidades (Xiang et al., 2008).

Sobre el crecimiento relativo de los callos (Tabla
3) parece haber una relacién directa entre el
crecimiento del callo, la formacion de brotes y
presencia de almidén (Tratamiento 1 de Tabla
2y 3), debido a que la presencia de grandes
cantidades de almidén se acumula en los
callos, y esto se requiere para la formacién de
yemas (Fig. 4) (Pedroza, 2008).

En relacion con la histologia de los brotes, no
hay duda que los reguladores del crecimiento
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promueven la formacién de nuevos tejidos
meristematicos y haces vasculares (vasos
xileméticos) (Fig. 3k, 3l) a los 15 dias de
cultivo, y esta respuesta también puede
deberse a la posicién del explante, asi
cuando la superficie adaxial esta en contacto
con el medio de cultivo ocurre un alto
intercambio de oxigeno, porque el parénquima
empalizado es capaz de transportar
nutrientes y reguladores de crecimiento del
medio al explante (Kyung-Moon et al., 2007).

CONCLUSIONES

Con la metodologia aplicada fue posible la
regeneracién de brotes y raices de S.
pimpinellifolium. Adema4s, esta investigacion
contribuye a incrementar los conocimientos
de los efectos de los reguladores del
crecimiento sobre la organogénesis en
tomatillo silvestre.
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