Agronomia Colombiana, 1997 Volumen X1V, No. 1; pag. 59- 65

REGENERACION ADVENTICIA DE SOMACLONES DE UCHUVA
(Physalis peruviana)*

Adventitious shoot formation in somaclons of Cape gooseberry or
uchuva (Physalis peruviana)

Gloria E. Santana ' y Antonio Angarita 2

RESUMEN

Hipocotilos de uchuva (Physalis
peruviana L.) fueron utilizados en la indue-
cién de callos y regeneracion de plantulas. El
medio basal de Murashige y Skoog (MS) fue
suplementado con bencil amino purina (BAP)
de 0 a 5,0 ppm, &cido giberélico (GA, 0y 1,0
ppm) en combinacién con acido nafta-
lenoacético (ANA de 0 a 1,0 ppm) o con &ci-
do 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D de 0 a 1.0
ppm). La induccién de callos dependio de
las interacciones hormonales y condiciones
de luz. La regeneracién de plantulas en me-
dios que contenian ANA o cuando el medio
no fue suplementado con 2,4-D fue nufa o
muy poca. El mayor nimero de plantulas re-
generadas fue observado en medios comple-
mentados con 1.0 ppm de BAP, 1,0 ppm de
GA, y 0,5 ppm de 2,4-D en condiciones de luz.
Las plantulas regeneradas fueron
micropropagadas en el medio basal de MS sin
ningun suplemento hormonal. Finalmente, las
plantas se evaluaron in vitro bajo condiciones
de heladas simuladas.
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SUMMARY

Hypocotyl explants of uchuva (Physalis
peruviana L.), were used in calli induction and
plant regeneration. Murashige & Skoog (MS)
basal medium was supplemented with
benzyladenine (BA) from 0 to 5,0 ppm,
gibberellic acid (GA,) 0 -and 1,0 ppm, with
either naphthalene acetic acid (ANA) from 0
to 1,0 ppm, or 2,4-D dichloro-phenoxyacetic
acid (2,4-D from 0to 1,0 ppm). Calli induction
depended on hormonal interactions and light
conditions. Plant regeneration failed on me-
dia containing ANA or when the media was
not supplemented with 2,4-D. The highest
plant number regenerated was observed on
media supplemented with 1,0 ppm BA, 1,0
ppm GA, and 0,5 ppm 2,4-D under fight. The
plants regenerated were micropropagated on
MS basal medium without hormonal
supplement. Finally, the plants were evaluated
in vitro under freezing strees.

Key words: Semiclonal variation, calli
induction, indirect morphogenesis, culture in
vitro.

INTRODUCCION

E! género Physalis incluye, aproxima-
damente, 100 especies entre hierbas peren-
nes y anuales. En Colombia, la especie co-
mestible es Physalis peruviana L., conocida
con el nombre comtin de uchuva. Es una plan-
ta herbacea que pertenece a la familia
Solanaceae.



Su cultivo, en 1991, ocupd un area de
siembra de 60 hectareas, aproximadamente,
en la Sabana de Bogota, con una produccion
estimada de 569.520 toneladas/ario, de las
cuales 273.065 toneladas fueron exportadas
por un valor de U.5.$1.573.828.

Physalis peruviana , por ser una plan-
ta alégama y de propagacion, principal-
mente, por semilla sexual, presenta una
gran variabilidad fenotipica en la pobla-
cion. Esta caracteristica no es deseada
cuando lo ideal es obtener variedades
comerciales de calidad uniforme, alta pro-
ductividad y con un habito particular de cre-
cimiento. Una forma de obtener caracte-
risticas estables en los cultivares es a tra-
vés de la micropropagacion clonal de in-
dividuos seleccionados, mediante el culti-
vo de tejidos vegetales in vitro (Bernal,
1986).

Las investigaciones concernientes a la
regeneracion in vitro de plantas en el género
Physalis son limitadas. Ademas de la utiliza-
cién de hipocdtilos como explante en Physalis
ixocarpa Brot, para obtener regeneracién de
plantulas in vitro (Ramirez-Malagén y Ochoa-
Alejo, 1991), otros autores utilizaron yemas
laterales y apicales, fragmentos de hoja,
peciolos y taltos (Torres et al., 1991).

La investigacion se realiz6 con el fin de
establecer una metodologia para la induc-
cién de callos y regeneracién adventicia de
plantulas a partir del cultivo in vitro de hipo-
cotilos de uchuva (Physalis peruviana L.), con
el objeto de inducir la variacion somaclonal
y, posteriormente, seleccionar somaclones re-
sistentes al estrés de heladas simuladas. Los
somaclones seleccionados fueron micropro-
pagados para su evaluacion (Santana, y
Angarita, en via de publicacién).

Cuadro 1: Evaluacion de la interaccién entre BAP, ANA y GA, en la induccion de callos y fa regeneracion

adventicia en condiciones de luz y oscuridad.

REGULADORES DE CRECIMIENTO (ppm)
TRATAMIENTOS
BAP ANA GA,
1 0,0 0,0 0,0
2 2,5 0,0 0,0
3 5,0 0,0 0,0
4 0,0 05 0.0
5 2,5 0,5 0,0
6 5,0 05 0,0
7 0,0 1,0 0.0
8 2,5 1,0 0,0
9 5,0 1,0 0,0
10 0,0 0,0 1,0
11 25 0.0 1,0
12 5,0 0,0 1,0
13 0,0 0,5 1.0
14 25 0,5 1,0
15 5,0 0,5 1,0
16 0,0 1,0 1,0
17 2,5 1,0 1,0
18 5,0 1.0 1,0
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MATERIALES Y METODOS
MATERIAL VEGETAL

Las semillas, provenientes de un kilo
de frutos maduros tipo exportacion, fueron
desinfectadas superficialmente en una solu-
cién de etanol al 70% con 0,1% de Tween 20,
por 30 segundos; luego fueron colocadas en
una solucidn comercial de hipoclorito de
sodio (NaCiO) al 20% (v/v) (1% ingrediente
activo) por 10 minutos y se lavaron con agua
destilada estéril. Las semillas fueron germi-
nadas en agua destilada estéril, en agitacién
horizontal a 110 r.p.m.. y en condiciones de
luz continua (famparas fluorescentes; 18 a
24 mmol m? s') a 24 + 2°C.

MEDIOS DE CULTIVO

Como medio basal se utilizé MS
(Murashige y Skoog, 1962), con las
interacciones hormonales descritas en el cua-
dro 1 (condiciones de luz y oscuridad) y en el
cuadro 2 (condiciones de luz).

El pH de los medios fue ajustado a 5,7
después de adicionar los reguladores de cre-
cimiento y antes de agregar el agar (6 gL).

Se dispensaron 25 mi. del medio en
frascos de vidrio de 125 c.c. de capacidad.

Como explantes se utilizaron fragmen-
tos de 0,5 cm de longitud, provenientes de
plantulas germinadas de 15 dias de edad.

Para el ensayo preliminar (cuadro 1),
se tuvieron 20 repeticiones por cada trata-
miento (en cada frasco 3 explantes de
hipocétilo). Diez de las repeticiones perma-
necieron en condiciones de oscuridad desde
el momento de la siembra hasta la cuanta se-
mana de cultivo; luego, fueron expuestas a
luz continua junto con las otras 10 repeticio-
nes que permanecieron siempre en condi-
ciones de luz continua.

Ef ensayo, gue tuvo la interaccién con
2.4-D {cuadro 2), se realizd después de obte-
ner los primeros resultados del ensayo preli-
minar y, para este nuevo ensayo, se tuvieron
10 repeticiones por tratamiento y se mantu-
vieron en condiciones de luz continua (Iam-
paras fluorescentes: 18-24 mmol m?s™). To-
dos los tratamientos de los dos ensayos estu-
vieron a 23 + 2°C.

Se utilizé el disefio experimental com-
pletamente al azar con un arreglo factorial de
los tratamientos. En los tratamientos, fueron
evaluados el nimero total de callos forma-
dos por tratamiento y &l nimero total de plan-
tas regeneradas por tratamiento. La evalua-
cién se realizé durante ocho semanas.

Cuadro 2: Evaluacién de la interaccion entre 2,4-D, BAP en condiciones de GA, y luz constante para la

induccion de calios y regeneracién adventicia.

| REGULADORES DE CRECIMIENTO (ppm)
TRATAMIENTOS

GA, BAP 24D
1 1,0 0,0 0,0
2 1,0 0,0 0.5
3 1,0 0,0 1,0
4 1,0 1,0 0,0
5 1,0 1,0 0,5
6 1,0 1,0 1,0
7 1,0 2,0 0,0
8 1,0 2,0 05
9 1,0 2,0 1,0
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RESULTADOS

INDUCCION DE CALLOS

La induccion de callos, en medios su-
plementados con BAP, GA, en combinacion
con ANA o 2,4-D, se observé a partir de la

segunda semana de siembra. Después de la
cuarta semana de siembra, no hubo diferen-
cias en el nimero de callos formados entre
los tratamientos que permanecieron las cua-
tro semanas en oscuridad y aquellos que per-
manecieron siempre en condiciones de luz

N°® DE CALLOS FORMADOS

7

8 8 10 31
TYRATAMIENTOS

1

v v v v
15 16 17 18
QLUZ CONTINUA

Figura 1. Efecto de las interacciones hormonales (BAP, ANA y GA3 en la induccién de callos. Evaluacion

4 semanas después de la siembra.
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Figura 2. Efecto de Jas interacciones hormonales (BAP, ANA y GA3 en la induccidn de callos. Evaluacién

4 semanas después de la siembra.
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continua en el ensayo preliminar (Fig. 1y 2).  por lo menos, uno de los reguladores de cre-
También, se observé la induccion de callos  cimiento utilizados: ANA; GA, 2,4-D o BAP
entodos los tratamientos suplementados con,  en concentraciones menores a 2,5 ppm. Asi

N° DE PLANTEAS REGENERAD,

vz a 4 s & 1 8 9 10
TRATAMIENTOS

mLuz DOSCUAIDAD

Figura 3. Efecto de las interacciones hormonates {(BAP, ANA y GA3) y condiciones de luz*" en la
regeneracion de piantulas. Evaluacién 4 semanas después de la siembra.

**Tratamientos en obscuridad sélo durante las 4 semanas iniciales del cultivo,

N° DE PLANTULAS REGENERADA?

TRATAMIENTOS mLUZ

Figura 4. Efecto de las interacciones hormonales (BAP, ANA y GA3) y condiciones de luz** en la
regeneracién de plantulas. Evaluacion 4 semanas después de la siembra.
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mismo, en los tratamientos sin algln suple-
mento hormonal, se observd la induccion de
callos (Fig. 1y 2).

REGENERACION DE PLANTAS

En medios suplementados con ANA,
BAP y GA,, 1a regeneracién de plantas se
abservé desde la segunda semana después
de siembra, a partir de pequerios brotes ver-
des que aparecieron en la superficie de los
callos. Al terminar la octava semana de culti-
vo, el nimero nuevas de plantas regenera-
das fue nulo 0 muy bajo tanto en condiciones
de luz como en oscuridad. El tratamiento
suplementado con 2,5 ppm de BAP y 1,0 ppm
de GA, mostré un total de tres plantas rege-
neradas (Fig. 3). De otra parte, el medio su-
plementado con GA, (1,0 ppm), 2,4-D (0,5
ppm) y BAP (1,0 ppm) indujo el mayor niime-
ro de plantas regeneradas, mientras que los
tratamientos (1;4 y 7) carentes de 2,4-D no
indujeron caulogénesis (Fig. 4).

Dentro de las plantas regeneradas y
micropropagadas, se observaron somaclones
con variaciones en las caracteristicas
morfolégicas de tallo y hojas en condiciones
invitro . Algunos somaclones fueron acaules,
con brotacion basal multiple de hojas sucu-
lentas, nervaduras poco notorias y limbo en-
torchado. También se observaron
somaclones albinos de porte bajo, acaules
con brotacién basal, hojas translucidas y sis-
tema radical no desarrollado.

DISCUSION

{a induccion de callos ha sido reporta
en forma reciente en Physalis ixocarpa Brot.
(Ramirez-Malagén y Ochoa-Alejo, 1991) a
partir de hipocétilos y en Physalis peruviana
L. a partir de yemas laterales y apicales (To-
rres et al., 1981).

Aunque la induccion de callos en
uchuva no dependidé de manera marcada de
las condiciones de luz, en presencia de ésta
los callos presentaron brotes verdes, debido
a que la luz estimula la produccion de clorofi-
la (Lal & Lal, 1990). De otra parte, la prolife-
racién de la masa callosa puede ser atribui-
da al efecto de las auxinas (ANA 6 2,4-D) en
la estimulacion de la division celular, que, en

forma combinada con las citoguininas (BAP),
promueve la disociacion de tejidos en gru-
pos celulares. (Skoog y Miller, 1957). Este
hecho podria deberse a una accion sinérgica
entre los reguladores de crecimiento
{Setterfield, 1963) junto con la accion de
auxinas y citoquininas endégenas (Skoog y
Miller, 1957). También, por la interaccién con
compuestos organicos como las vitaminas
(inisitol y tiamina) presentes en el medio de
MS (Linsmaier y Skook,1965). De otra parte,
la induccién de callos en ausencia de auxinas
(ANA 0 2,4-D) o de citoquininas (BAP) puede
deberse a una habituacion doble a
citoquininas y auxinas (Meins et al., 1980).

La regeneracion adventicia de plantas
no fue observada en medios supfementados
con ANA . Pero fue estimulada en los trata-
mientos suplementados con, sélo, BAP en
combinacion con GA, y en presencia de luz.
De otra parte, la accion combinada entre 2,4-
D (0,5 p.p.m.), BAP (1,0 p.p.m.)y GA, (1,0
ppm. indujeron caulogénesis, rnientras que
tratamientos sin 2,4-D no indujeron el proce-
so. Es posible que el suplemento de ANA en
el medio inhiba la caulogénesis atin en bajas
concentraciones o que las concentraciones
de auxinas endégenas sean lo suficientemen-
te altas para producir el mismo efecto (Torres
et al., 1991). Ademaés, los resultados sugie-
ren que, en el proceso de caulogénesis, es
indispensable el complemento hormonal de
2,4-D. Esposible, también, que haya un efecto
sinérgico entre GA, 2,4-D y BAP (Margara,
1969) que favorecen el proceso de
caulogénesis (Al-Khayri et al., 1992). De otra
parte, la luz fue un factor determinante para
estimular la caulogénesis (Fig. 3 y 4). La va-
riacion morfolégica encontrada en algunos
somaclones pudo ser debida a los cambios
ocurridos durante la fase callosa en las célu-
las o los grupos celulares que regeneraron
plantas. Ademas, algunos reguladores de
crecimiento, como el 2,4-D, pueden inducir
cambios morfolégicos (Ramirez-Malagon, y
Ochoa-Alejo, 1991). Asimismo, el 2,4-D puede
alterar la funcién y estructura de los cloroplastos
(Nadakavukaren & McCracken, 1977), de tal
forma que es posible la regeneracion de plan-
tas albinas o variantes en la pigmentacién de
tallos y hojas (Bingham & McCoy, 1986).
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