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RESUMEN

La regeneración de plantas mediante el cultivo de tejidos es un importante componente de la biotecnología que es requerido para procesos tales como la obtención de plantas transgénicas. Se estableció un sistema eficiente de regeneración para la especie Solanum tuberosum L. var. Pastusa Suprema, susceptible de ser transformada genéticamente. Se evaluó el efecto de las fitohormonas zeatina ribósido (ZR), ácido naftalénacetico (ANA) y ácido gibérelico (AG3), utilizadas en combinaciones específicas, sobre la inducción de callo, la regeneración y el número de brotes producidos por explante. La presencia de ANA demostró ser esencial en la respuesta callogénica y regenerativa de los explantes. Se encontró que la adición de 3,0 mg/L de ZR, 0,02 mg/L de ANA y 1,0 mg/L de AG3 sobre un medio básico M-S, es una formulación hormonal adecuada para inducir el proceso de organogénesis indirecta sobre la variedad de papa Pastusa Suprema; produce callogénesis y regeneración en porcentajes superiores al 90%, con un promedio de seis regenerantes por explante.
Palabras clave: zeatina ribósido, ácido naftalenacético, ácido gibérelico, organogénesis indirecta.

ABSTRACT

Plant regeneration through tissue culture is an important biotechnology tool that is necessary in processes like plant transformation. An efficient system of regeneration was stablished for Solanum tuberosum L. var. Pastusa Suprema. This specie is susceptible of being genetically transformed. The effect of the phytohormones zeatin riboside (ZR), gibberellic acid (GA3), and naphthaleneacetic acid (NAA) was evaluated using specific combinations, on the induction of callus, the regeneration and the number of buds by explant. The presence of NAA demonstrated to be essential in the callogenic and regenerative response of the explants. The addition of 3.0 mg/L of ZR, 0.02 mg/L of NAA and 1.0mg/L of GA3 on a basic M-S medium is an appropriate hormonal combination for indirect organogenesis induction in Pastusa Suprema potato variety, producing callus genesis and plant regeneration in a percentage above 90% and an average of six regenerants per explant.
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INTRODUCCIÓN 
La obtención de plantas transgénicas mediada por Agrobacterium tumefasciens ha sido usada exitosamente para introducir genes foráneos en diferentes cultivares de papa (De Block, 1988; Dale y Hampson, 1995; Beaujean et al., 1998; Trujillo et al., 2001; Sarker y Mustafa, 2002). La regeneración de plantas mediante el cultivo de tejidos es un importante componente de la biotecnología que es requerido para llevar acabo este tipo de procesos (Yasmin et al., 2003). 
La regeneración vegetal es la manifestación de la totipotencia celular, la cual puede ocurrir de manera parcial siguiendo la ruta organogénica (caulogénesis o rizogénesis) o en forma completa siguiendo la ruta embriogénica (Gómez et al.,1997). En investigaciones de transformación genética el sistema de regeneración más utilizado es la organogénesis. Mediante esta técnica se desarrollan órganos sobre partes de plantas (explantes) cultivadas in vitro, siguiendo una fase inicial de desdiferenciación, posterior a la cual tiene lugar la división celular que permite la formación de un callo, a partir del que se desarrollan órganos adventicios.

Tanto la inducción de callo como la regeneración de brotes requiere la presencia de concentraciones y combinaciones apropiadas de los reguladores de crecimiento presentes en el medio de cultivo (Yasmin et al., 2003). Se ha demostrado que los requerimientos hormonales para que la organogénesis in vitro se lleve a cabo eficientemente son altamente dependientes del genotipo (Wheleer et al., 1985; Carputo et al., 1995; Dale y Hampson, 1995; Hamdi et al., 1998; Sarker y Mustafa, 2002), variando entre especies y entre variedades de una misma especie.

La relación auxina-citoquinina es de vital importancia en la organogénesis, sin embargo, algunos autores han citado la necesidad de utilizar hormonas como las gibérelinas para que la regeneración se lleve a cabo eficientemente (Webb et al., 1983; Ochatt y Caso, 1986; Sarker y Mustafa, 2002).

En la Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogotá, el grupo de Ingeniería Genética de Plantas (IGP), ha venido trabajando en la obtención de plantas transgénicas a partir de la variedad de papa Diacol Capiro, importante desde el punto de vista de la producción industrial de papa frita. Sin embargo, es de interés llevar a cabo este tipo de procedimientos en otras variedades de papa colombiana. 

La variedad Pastusa Suprema es un cultivar obtenido mediante mejoramiento genético convencional, resultado de una labor investigativa iniciada en Nariño en 1997 en la que participaron la Universidad Nacional de Colombia, Fedepapa, el ICA y Colciencias. Fue liberada al mercado el 7 de diciembre del 2002. Esta nueva variedad presenta cualidades superiores a otros cultivares, como aptitud para procesos industriales, excelente calidad culinaria, y requerimientos significativamente menores de fungicidas. Es importante desarrollar un sistema eficiente de regeneración en esta variedad, como soporte para ulteriores estudios de transferencia de genes que permitan optimizar aún más su rendimiento. 

En este trabajo se evaluó el efecto de las hormonas ácido naftalénacetico (ANA), ácido giberélico (AG3) y ZR (Zeatina Ribósido), en el comportamiento callogénico y regenerativo de Solanum tuberosum L. variedad Pastusa Suprema. 

MATERIALES Y MÉTODOS 
Este trabajo se realizó como parte del proyecto “Desarrollo de sistemas de ingeniería genética para variedades colombianas de papa (Solanum tuberosum), resistencia a insectos y marcadores de selección”, financiado por Colciencias.

Los experimentos se iniciaron con un grupo base de plántulas in vitro (aprox. 30 plantas) de S. tuberosum Var. Pastusa Suprema, donadas por el profesor Carlos Eduardo Ñustez de la Facultad de Agronomía de la Universidad Nacional de Colombia. Estas plantas fueron micropropagadas en un medio básico compuesto de sales de Murashige y Skoog (1962) y suplementado con 0,4 mg/L Tiamina, 2 mg/L ácido D-pantoténico, 0,2 mg/L ácido giberélico, 20 g/L sacarosa, 2,5 mg/L Fitagel y pH 5,7. 
Los ensayos de regeneración se realizaron cuando las plantas alcanzaron 3-4 semanas de edad. Se aislaron segmentos de tallo (sin incluir las yemas) de una longitud aproximada de 5-6 mm, y se sembraron sobre medios de cultivo compuestos de sales MS y combinaciones hormonales específicas (tabla 1), realizando cambio de medio cada tres semanas. El material fue mantenido a una temperatura de 17 °C, y un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad. Los experimentos se realizaron en dos series, en una fase preeliminar se evaluaron las combinaciones correspondientes a los tratamientos 1, 2, 5, 6, 9-12 de la tabla 1, utilizando 14 explantes por tratamiento. Posteriormente, se evaluaron los tratamientos 3, 4, 7 y 8, utilizando 10 explantes por tratamiento. En todos los ensayos se realizaron cuatro repeticiones por cada tratamiento. 
Tabla 1. Combinaciones hormonales evaluadas en cada tratamiento
	Tratamiento


	ZR (mg/L)
	AG3(mg/L)
	ANA(mg/L)

	1
	2
	0,02
	0,00

	2
	2
	1,0
	0,00

	3
	2
	0,02
	0,02

	4
	2
	1,0
	0,02

	5
	3
	0,02
	0,00

	6
	3
	1,0
	0,00

	7
	3
	0,02
	0,02

	8
	3
	1,0
	0,02

	9
	2
	0,02
	0,2

	10
	2
	1,0
	0,2

	11
	3
	0,02
	0,2

	12
	3
	1,0
	0,2

	Control
	0,0
	0,0
	0,0


Las combinaciones hormonales se basan en los resultados obtenidos por Rodríguez et al. (2000) para la variedad Parda Pastusa y el protocolo utilizado por el Centro Internacional de la Papa (Marc Ghislain, datos no publicados), además de los resultados experimentales del IGP-UN para la variedad Diacol Capiro (datos no publicados). Los tratamientos corresponden a un diseño experimental factorial, donde los factores son las hormonas (ZR, ANA, AG3) y los niveles las concentraciones de cada una de ellas. Se evaluaron dos concentraciones diferentes para ZR (2 mg/L, 3,0 mg/L) y AG3 (0,02 mg/L, 1,0 mg/L), y tres niveles para ANA (0,0 mg/L, 0,02 mg/L y 0,2 mg/L), realizando todas las combinaciones posibles. Cada explante se consideró como una unidad experimental.

La eficiencia del medio de cultivo se evaluó con base a las variables: porcentaje de inducción de callos (EC/ET)*100, porcentaje de regeneración (ER/ET)*100, y número de regenerantes por explante. Donde: EC = explantes con callo, ER = explantes con regenerantes y ET = explantes totales.

Se comprobó la normalidad de los datos utilizando el test de Pearson, y se realizaron los análisis de varianza respectivos con el software estadístico SAS versión 8.0.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Comportamiento callogénico 
La respuesta callogénica presentada en los explantes fue diferencial según el tipo de tratamiento (figura 1). En los tratamientos en los que se utilizó la combinación de las tres hormonas (tratamientos 3, 4, 7, 8, 9, 10, 11 y 12) el proceso callogénico fue exitoso, iniciándose hacia la segunda semana, con porcentajes de inducción de callos que alcanzaron el 100%; mientras que en los tratamientos carentes de auxina (1, 2, 5 y 6) se presentó formación de callo hasta la quinta semana con un bajo porcentaje de explantes (16% ± 11,32). 
Figura 1. Porcentaje de inducción de callos para cada tratamiento. Datos promedios tomados a la octava semana de observación
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El análisis de varianza confirmó a nivel estadístico las diferencias observadas entre estos dos tipos de tratamiento (p<0,01), así como también reveló el efecto que tienen la zeatina ribósido y el ácido gibérelico en la formación de callo (p<0,01 y p=0,0360, respectivamente).

La formación de callo constituye la primera fase en la regeneración mediante organogénesis indirecta. El ANA es esencial en este proceso, y su eficacia en el cultivo de tejidos ha sido ampliamente demostrada. En este trabajo se evaluaron tres niveles diferentes de la hormona: 0,0 mg/L, 0,02 mg/L y 0,2 mg/L, que influenciaron notablemente la inducción de callo. 
La presencia de ANA en el medio de cultivo dio lugar a una rápida respuesta morfogénica de los explantes. Aunque algunos autores (Yasmin et al., 2003) reportan que el aumento en la concentración de ANA da lugar a porcentajes de inducción de callo más elevados, con las concentraciones utilizadas la diferencia fue poco significativa. Sin embargo, se observaron callos más grandes en los tratamientos que contenían un nivel elevado de la hormona (figura 2), como ha sido anotado también por Turhan (2004).

En varios cultivares se ha encontrado que la auxina no es requerida para el desarrollo morfogénico del explante (Gómez et al., 1997; Sarker y Mustafa, 2002). Para la variedad Parda Pastusa, Rodríguez et al. (2000) encontraron mejores resultados callogénicos y regenerativos en ausencia de auxina, utilizando como explante discos de hojas. Sin embargo, en los ensayos aquí descritos se encontraron resultados opuestos, lo cual indica que probablemente, además del genotipo, los requerimientos hormonales sean dependientes del tipo de explante utilizado, como ya ha sido anotado (Wheeler et al., 1985; Ochatt y Caso, 1986; Carputo et al., 1995; Hamdi et al., 1998; Anjum y Ali, 2004). En este estudio también se realizaron ensayos con la variedad Parda Pastusa, pero ésta no respondió a ninguno de los tratamientos probados (datos no mostrados). 

Figura 2. Comportamiento callogénico y regenerativo. A. Sin auxina (0,0 mg/L). B. Nivel bajo de auxina (0,02 mg/L). C. Nivel alto de auxina (0,2 mg/L).
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La zeatina parece promover el crecimiento de callos y la diferenciación celular (Ahloowalia, 1982); la acción conjunta de esta hormona con un nivel adecuado de auxina parece favorecer la callogénesis, como lo reveló la interacción existente entre estos dos factores.

Comportamiento regenerativo

El proceso regenerativo fue influenciado significativamente por las tres hormonas, según lo demuestra el análisis estadístico (p 0,0497, <0,0001 y 0,0028 para ZR, ANA y AG3 respectivamente). Los primeros indicios de regeneración se evidenciaron hacia la tercera semana en el tratamiento 8 (ZR 3 mg/L, ANA 0,02 mg/L, AG3 1,0 mg/L), y llegaron a un valor máximo hacia la octava semana. En los tratamientos 3, 4, 7, 9-12 el proceso se inició  en la cuarta semana, y en los tratamientos carentes de auxina (1, 2, 5 y 6) la regeneración de brotes inició en la quinta semana.

El efecto más marcado sobre esta variable lo tiene el nivel de auxina. Una concentración baja de ANA, como la utilizada en los tratamientos 3, 4, 7 y 8 (0,02 mg/L), demostró ser adecuada para la regeneración de brotes. Los tratamientos carentes de auxina (1, 2, 5 y 6) no alcanzaron porcentajes de regeneración apropiados (figura 3), siendo necesaria la presencia de esta hormona para que el proceso se lleve a cabo completamente. Una concentración elevada de auxina (tratamientos 9, 10, 11 y 12) parece ejercer un efecto inhibitorio sobre la formación de brotes.
Figura 3. Comportamiento regenerativo según tratamiento. Datos promedios tomados a la octava semana de observación. 
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El nivel de ANA en el medio de cultivo confirmó ser muy importante para obtener una respuesta favorable en la inducción de brotes. Un nivel elevado de la hormona provocó un porcentaje de regeneración bajo (tabla 2), a pesar de que todos los explantes formaron callos vigorosos, sugiriendo que altas concentraciones pueden inhibir fuertemente el proceso regenerativo como ha sido citado por algunos autores (Lam, 1977; Jarret et al., 1980). El bajo porcentaje de inducción de callo obtenido a partir de los tratamientos carentes de auxina se vio representado en la baja producción de brotes. Sin embargo, cabe anotar que todos los callos producidos en estos tratamientos regeneraron exitosamente, evidenciándose la necesidad de adicionar una baja concentración de la hormona para obtener respuestas callogénicas y regenerativas favorables, como la utilizada en los tratamientos 3, 4, 5 y 6.
Tabla 2. Efecto del nivel de la hormona sobre las variables % de inducción de callo, % de regeneración y No. de regenerantes / explante.

	HORM.
	NIVEL
	% Inducción de Callo
	% Regeneración
	No. regenerantes / explante

	
	
	Media
	Desv. Est.
	Media
	Desv. Est.
	Media
	Desv. Est.

	ZR
	1
	62.2449
	40.9567
	33.1292
	26.7970
	4.6044
	5.5627

	
	2
	69.1534
	37.8910
	38.5866
	31.6418
	4.8941
	3.5844

	ANA
	1
	16.0318
	11.3283
	15.0794
	11.7563
	7.6911
	6.4016

	
	2
	86.0683
	13.2296
	70.4273
	22.1086
	4.6913
	1.5431

	
	3
	100.000
	0.00000
	26.0204
	16.4815
	1.6511
	0.8859

	AG3
	1
	60.6803
	39.6427
	30.1814
	27.0740
	4.2654
	3.4794

	
	2
	70.7180
	38.9076
	41.5344
	30.5655
	5.2332
	5.589144


La influencia de la zeatina y la zeatina ribósido en el proceso de regeneración ha sido destacada en varios trabajos. Dale y Hampsom (1995) aseguran que la adición de esta hormona en el medio acelera la formación de yemas, y Ahloowalia (1982) anota que es efectiva promoviendo la formación de brotes. El efecto de esta hormona sobre la regeneración esta estrechamente ligado al nivel de auxina presente en el medio, como lo evidencia la interacción que muestran estos dos factores en el análisis estadístico. 

La presencia de ácido giberélico en el medio de cultivo estimula la iniciación y formación de tallos adventicios, así como también actúa intensificando la respuesta a otros reguladores (Webb et al., 1983), favoreciendo la organogénesis (Ochatt y Caso, 1986). Una concentración elevada de este regulador (tratamientos 2, 4, 6, 8, 10 y 12) permitió evidenciar una mejor respuesta callogénica y regenerativa, confirmando la importancia de esta hormona en la optimización de la organogénesis in vitro.

Al evaluar el efecto combinado de los tres firorreguladores (figura 4), se aprecia que el tratamiento más adecuado para el proceso de regenerativo en esta variedad es el 8 (ZR 3,0 mg/L, ANA 0,2 mg/L, AG3 1,0 mg/L). 
Figura 4. Número de regenerantes por explante según tratamiento. Datos promedios tomados a la octava semana de observación. 
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Número de regenerantes por explante 
Los datos de esta variable no se distribuyen normalmente, por esta razón no se sometieron a análisis de varianza. Sin embargo, la figura 3 permite observar que el nivel de ANA utilizado en el medio de cultivo influencia notablemente la respuesta de esta variable. 

Los tratamientos carentes de auxina (1, 2, 5 y 6) presentan el mayor número de brotes por explante (7,89 ± 1,97). Los tratamientos 3, 4, 7 y 8 (ANA 0,02 mg/L), muestran un promedio de 4,69 ± 1,54 regenerantes, mientras los tratamientos que tenían altas concentraciones de ácido naftalénacetico (0,2 mg/L) presentan un número medio de regenerantes por explante notablemente menor al obtenido con un nivel bajo y en ausencia de auxina (tabla 2). Los niveles de ZR y AG3 parecen no ejercer un efecto significativo sobre este carácter. 

El nivel de ANA fue el único factor que mostró influenciar el número de brotes producidos por explante. Altas concentraciones de auxina disminuyeron notablemente el potencial organogénico de los callos, los pocos que iniciaron formación de brotes lo hicieron en un número muy bajo. Una concentración baja, o la ausencia de esta hormona, dieron lugar a un buen número de brotes por cada callo. Aunque la ausencia de auxina demostró ser favorable para la obtención de un número más alto de regenerantes por explante, ejerce una influencia negativa sobre los procesos de callogénesis y regeneración.

La zeatina ha demostrado aumentar el número de brotes por explante (Dale y Hampson, 1995; Park et al., 1995; Yadav et al., 1995), sin embargo, en las concentraciones aquí descritas no hubo una diferencia significativa, tal vez porque las dos están a un nivel elevado, siendo poco notorio el efecto de esta hormona.

CONCLUSIONES 
Los ensayos realizados demuestran la importancia de la combinación de los tres tipos hormonales en la inducción de callo y subsecuente regeneración. Probablemente, su interacción a nivel fisiológico crea las condiciones necesarias para que el tejido se desdiferencie  y exprese su totipotencialidad.

Comparando los resultados obtenidos en los doce tratamientos para cada una de las variables estudiadas se puede concluir que la adición de 3,0 mg/L de zeatina ribósido, 0.02 mg/L de ácido naftalénacetico y 1,0 mg/L de ácido gibérelico en el medio de cultivo, constituye una formulación hormonal adecuada para inducir el proceso de organogénesis indirecta sobre la variedad de papa Pastusa Suprema, obteniendo porcentajes de regeneración de 92,9 % ± 4,9, y un número medio de regenerantes por explante de 6,37 ± 1,03.
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