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CULTURAL ANSWER AND MORFQGENETYC OF
THREE EXPLANTS OF BOROJO (Borojoa
patinoi CUATRECASAS)

RESUMEN

Se estudiaron los requerimientos culturales y
morfogenéticos en tres explantes primarios de
Borojo, con el fin de encontrar unas condiciones
que permitan la regeneracion de plantas a partir de
explantes de material adulto. Se utilizaron medios
de induccioén con diferentes tipos y concentraciones
de auxinas y citoquininas. La respuesta
embriogénica se estimé con base en el indice de
crecimiento, las frecuencias de callos con embrio-
nes y al nimero de embriones por callo. La mejor
respuesta se observé en embriones de semillas, los
cuales mostraron un alto indice de crecimiento y un
elevado numero de callos embriogénicos con
desarrollo apical. El mayor nimero de callos con
embriones se obtuvo partiendo de explantes de
hojas de plantulas. En los explantes procedentes de
hojas de plantas adultas, se logré también la
induccién de embriones somaticos. Los reguladores
de crecimiento que promovieron mayor respuesta
embriogénica fueron la auxina NAA y las
citoquininas 2-iP y 6-BA.

Palabras clave: Borojoa patinoi; Embriogénesis
somatica; Morefogénesis; Auxinas; Citoquinas.

ABSTRACT

We studied the cultural and morphogenetic
requirements for three primary explants of Borojo, in
order to determine adequate conditions for the
regeneration of plants from adult material explants.
We used Induction mediums containing differents
types and concentrations of auxins and cytokinins.
The embryogenic response was estimated based on
the growth index, frequency of calluses with
embryos and on the number of embryos per callus.
The best response was observed in the embryos of
seeds, which showed a high growth index and a
high number of embryogenetic calluses with a shoot
bud differentiation and development. The greater
number of calluses with embryos was obtained from
explants of leaves from seedling. Induction of
somatic embryos was also obtained in explants from
adult plants. The growth regulators with the best
embryogenetic response were auxin NAA and
citokinins 2-iP and 6-BA.

Keyword: Borojoa patinoi; Somatic embryogenesis;
Morphogeneti; Auxin; Citokinins.
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INTRODUCCION

El Borojo es un arbusto frutal tropical propio del sotobosque del inte-
rior del departamento del Choco (cuenca de los rios Atrato, San Juan
y Baud¢ y distribuido en el Choco biogeografico), el cual ha evolucio-
nado con el ritmo de la interaccion selva-hombre, dandole caracteris-
ticas especiales al sentido cultural del pueblo chocoano. El Boroj6 en
la practica agricola actual se propaga por semillas. Es una planta dioica
y la poblacion de arboles macho, no productores de frutos, es dificil-
mente diferenciable de las hembras, productoras de fruto, en el mo-
mento de establecer el cultivo. Lo anterior obedece a que la caracte-
ristica sexual solo se reconoce en el momento de la floracion, cuando
la planta es adulta. Esta situacion causa una importante reduccion en la
productividad potencial y no permite estimar la produccion global por
hectérea, ya que no se puede estar seguro de la cantidad de hembras
y machos que se van a sembrar. Con frecuencia, cuando se establecen
cultivos de Borojo, el niimero de arboles machos por hectarea esta en
torno al 60%, generando una merma en la produccion (datos obteni-
dos a partir de los cultivadores y expertos de la granja experimental
de la Universidad Tecnologica del Choco, Llord).
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Asi en la actualidad, no existe un método para distinguir
las plantas femeninas de las masculinas antes de la edad
de floracion. Por lo tanto, cualquier método que permita
realizar una seleccion por sexo en el momento de la plan-
tacion facilitaria el establecimiento de cultivos comercia-
les mas productivos y sostenibles. Hasta la fecha no se
ha desarrollado una metodologia adecuada que garanti-
ce la efectividad de la propagacion vegetativa por méto-
dos convencionales viables como injertos, estaquillas,
acodo, etc. (Mena y Palacios, 1978; Arena y Cuéllar,
1948; Cordoba, 1988).

El control del niimero de individuos hembras para la plan-
tacion se puede abordar por varias vias, pero conside-
ramos que las dos mas aplicables e inmediatas son: 1)
La propagacion clonal de los mejores individuos me-
diante técnicas de cultivo in vitro y 2) La identificacion
de marcadores genéticos ligados a la determinacion del
Sexo.

Por todo ello en el presente trabajo hemos optado por
la segunda via. La idea a medio plazo es conseguir un
método que permita la propagacion clonal de individuos
adultos seleccionados. De esta forma, se podria empren-
der programas de propagacion a gran escala a partir de
plantas hembras y machos y elegir el nimero de indivi-
duos de cada sexo que se va a cultivar en una superficie
determinada, lo que se traduciria en un aumento de la
produccion por unidad de superficie a un costo mas bajo,
ya que la técnica utilizada, micropropagacion, suele ser
mas econdmica que la aplicaciéon de marcadores
moleculares.

Con independencia de su utilidad para fijar de antemano
el numero de plantas macho y hembra que se van a cul-
tivar por unidad de superficie, el método de propaga-
cion a partir de individuos adultos permitiria emprender
también programas de mejora basados en la seleccion y
propagacion clonal de genotipos élite.

Ademas, el desarrollo de un método para la regenera-
cion en cultivo in vitro serviria de base para emprender
programas de mejora basados en la transferencia de
genes via transformacion genética.
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El problema es que la generacion de plantas a partir de
explantes de individuos adultos suele ser dificil y, en este
caso particular, lo es mucho més porque no existe nin-
gun trabajo previo sobre cultivo in vitro de Borojo.

La dificultad de propagacion eficiente del borojo ha re-
tardado la seleccion técnica de genotipos sobresalien-
tes, por el sexo, produccion, precocidad, arquitectura
de la planta, tamafio y calidad del fruto, resistencia a
enfermedades y adaptabilidad a diferentes tipos de sue-
los y climas para el establecimiento de cultivos comer-
ciales. Por tanto, no existen paquetes tecnoldgicos para
el manejo del cultivo validado y unificado en las diferen-
tes zonas donde se cultiva.

Por ello, en este trabajo de investigacion hemos plan-
teado un estudio sobre los factores que afectan el pro-
ceso de induccion de embriones partiendo de material
juvenil, embriones de semillas maduras, plantulas de se-
millas crecidas en condiciones axénicas y hojas nuevas
de brotes recientes de plantas adultas cultivadas en el
campo que permite abordar la seleccion clonal para di-
versos aspecto arriba mencionados.

MATERIALES Y METODOS

Materiales y condiciones del cultivo in
vitro

El objetivo final de estos experimentos eran lograr el
desarrollo de métodos que posibilitaran la regeneracion
de plantas a partir de explantes primarios de B. patinoi.
En estos experimentos hicimos especial hincapié en el
estudio de distintos tipos y concentraciones de regula-
dores de crecimiento (principalmente auxinas y
citoquininas), y la influencia del material vegetal emplea-
do para la obtencion de explantes.

Material vegetal

Embriones cigoticos de semillas maduras.

Hojas de plantas de semillas obtenidas in vitro a
partir de embriones cigéticos (plantas axénicas culti-
vadas in vitro).
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Hojas nuevas de brotes recientes de plantas adultas
en edad de fructificacion cultivadas en el campo de
con una edad aproximada de cinco afios.

Embriones cigéticos de semillas
maduras

* Desinfeccion del material vegetal. Se emplearon
semillas maduras peladas y se utilizaron los embriones
cigdticos como explantes primarios. Antes de la esterili-
zacion, las semillas se mantuvieron durante 8 horas en
agua destilada y a continuacion se procedio a la desin-
feccion con (20% de hipoclorito sodico equivalente a
50 g/ de cloro activo). Después de la desinfeccion se
elimind la solucion de hipoclorito mediante tres lavados
sucesivos con agua destilada estéril en cabina de flujo
laminar durante cinco, diez y quince minutos, respecti-
vamente.

- Obtencion de los explantes. Después del ultimo la-
vado, las semillas se extendieron sobre la superficie de
papel de filtro estéril y se procedi6 a la obtencion de los
explantes. A las semillas se les elimino la corteza ejer-
ciendo presion con una pinza, se abrieron los cotiledones
con un bisturi y se extrajeron los embriones.

Plantulas de semillas obtenidas in vitro a
partir de embriones cigéticos

- Crecimiento de plantas en condiciones axénicas.
Para el desarrollo y crecimiento de las plantulas proce-
dentes de semillas maduras se utilizd un medio bésico
sin reguladores de crecimiento (solucion mineral MS +3%
de sacarosa + Img/l de Tiamina HCl + 100 mg/l
myoinositol + vitaminas). Los embriones se sembraron
en medio de cultivo solido en recipientes de vidrio de
250 ml de capacidad con tapadera de plastico, con unos
40 ml de medio de cultivo solido y a razon de seis em-
briones por recipiente. Durante el periodo de cultivo los
botes se sellaron con parafilm para evitar una excesiva
evaporacion.

- Obtencion de los explantes. De las hojas de las
plantulas axénicas se utilizo como explante la porciones
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del peciolo y la parte central del limbo, de aproximada-
mente 7 mm de longitud.

Hojas nuevas de brotes recientes de
plantas adultas cultivadas en campo

Se utilizaron como explantes hojas nuevas de brotes
recientes de plantas adultas de B. patinoi cultivadas en
el campo

- Esterilizacion del material vegetal. Antes de la es-
terilizacion del material vegetal, las hojas se lavan con
agua y a continuacion, con alcohol etilico al 70% duran-
te 30 segundos. La desinfeccion superficial se hizo por
inmersion durante 20 minutos en una solucion diluida al
40% de lejia comercial (5% de hipoclorito sodico equi-
valente a 50 g/ de cloro activo). Después de la esterili-
zacion se elimind la solucion de hipoclorito mediante tres
lavados sucesivos con agua destilada estéril en cabina
de flujo laminar durante 5, 10 y 15 minutos, respectiva-
mente.

- Obtencion de explantes. Tras la desinfeccion, es de-
cir después del ultimo lavado, se procedi6 a la extrac-
cion de los explantes. A las hojas se les elimind un mili-
metro de los bordes laterales y luego se obtiene seg-
mentos de aproximadamente 7 mmdel limbo y de la
porcion del peciolo. Una vez cortados, los explantes se
sembraron, con el envés en contacto con el medio de
cultivo, en recipientes de vidrios. En cada recipiente se
distribuye 20 ml de medio de cultivo y se siembran 6
explantes. Durante el periodo de incubacion los botes
se sellaron con parafilm para evitar una excesiva eva-
poracion.

- Condiciones de incubacion. En el experimento para
la obtencion de plantas axénicas, el cultivo se realizo en
condiciones de fotoperiodo (16 horas luz/ 8 horas oscu-
ridad) durante 45 dias. En los experimentos disefiados
para obtener respuesta embriogénica, el cultivo se reali-
76 en dos fases:

1° fase en medio de induccion. oscuridad; 28 + 1°C,
20 dias.



2° fase en medio de desarrollo: fotoperiodo; 27°C. +
1°C, 20 dias.

Intensidad luminosa: 1500 a 2000 lux y fuente de luz
fria/suministrada por tubos fluorescentes Golux de 36W,
Silvana) equivalente a 34-90 mE/s/m?.

Repeticiones: 150 explantes por tratamiento en la fase
de oscuridad y 150 in6culos en la fase de fotoperiodo.

Evaluacion del crecimiento y respuesta
embriogénica

- Crecimiento: Indice de crecimiento (Media + SE). El
indice de crecimiento estimado de forma cualitativa, es
el valor medio que se obtiene al asignar un valor arbitra-
rio (de 0 a 3) a cada callo seglin el tamano del mismo.
De esta manera se obtiene un indice de crecimiento (IC)
que permite comparar los resultados obtenidos en los
distintos medios. Los valores asignados al indice de cre-
cimiento son los siguientes:

0 = no crecimiento del callo

1 = poco crecimiento

2 = crecimiento medio

3 = gran crecimiento

Numero de embriones por callo (Media + SE).
Frecuencia de callos con embriones (Media + SE).

Los explantes fueron colocados en el medio de induccion
el cual contenia sales Murashige y Skoog (1962), con 30 g/
1 de Sacarosa, 100 mg/1 de cazeina hidrolizada, 400 mg/l de
extracto de malta, 10 mg/l de tiamina, 1 mg/l de acido
nicotinico, 1 mg/l de piridoxina, 1 mg/l de glicina, 100 mg/l
de mioinositol y 7 g/l de agar, medio bésico. Se ensayaron
las siguientes concentraciones de auxina: 2,4-D, NAA,
2.4,5-T y picloram: 2.5 mg/l, 5.0 mg/l, 10 mg/l y citoquinas
6-BA, 2iP, zeatina, tidiazuron y kinetina: 1.0 mg/l, 2,5 mg/l
y 5.0 mg/l, con un disefio experimental factorial, el pH se
ajusto a 5.7 antes de autoclavar .

Medio de maduracién y desarrollo

Después de 30 dias los explantes con sus callos fueron
trasferidos a 7 medios de maduracion y desarrollo dife-
rentes para determinar en cual de ellos se observa la
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aparicion de apices asi: 1 MB=medio bésico, 2A-(me-
dio basico+ABA 0.1 mg/l), 3B-(medio basico+ BA 0.1
mg/l) 4 BA -(medio basico + BA 0.lmg/l+ ABA 1.0
mg/l), SNB -(medio basico NAA 0.01 mg/l+ BA 0.1
mg/l), 6NBA-(medio basico NAA 0.01 mg/l+ BA 0.1
mg/I+ABA 1 mg/l) y 7 NBAG-(medio basico NAA 0.01
mg/l+ BA 0.1 mg/HABA 1 mg/l+ AG 1 mg/l). El cultivo
se realizo en fotoperiodo a 27+ 1°C durante 21 dias, la
intensidad luminosa fue de 1500 a 2000 lux y la fuente
del luz fria/suministrada por tubos fluorescente Golux de
36W, Silvana) equivalente a 34-90 mE/s/n? en una cé-
mara de crecimiento.

Desarrollo de plantas

Después de 21 dias de crecimiento en el medio de desa-
rrollo los apices se subcultivaron en un medio sin regulado-
res de crecimiento, por 18 dias para observar el desarrollo
de las plantas, y posteriormente se plantaron en un medio
de multiplicacion que contenia 6-BA 2mg/l y los brotes
obtenido se cortaron y se plantaron en un medio de
enrasamiento que contenia IBA 2 mg/l y ANA 0,1mg/l

Analisis de datos

Para todos los dato se utilizd el ANOVA; suma de cua-
drados para el modelo factorial. La diferencia entre las
medias de los tratamientos fue analizada por el test de
Neuman-Keules. Las diferencias significativas con un ni-
vel de probabilidad de 5% se consideraron significati-
vas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Inducciéon de embriogénesis somatica en
embriones de semillas maduras

Durante el cultivo en el medio de induccion después de 30
dias se formo un callo crema friable con desarrollo radicular,
los resultados dptimos fueron las combinacion de NAA 10
mg/l, BA 5 mg/l y NAA 10 mg/l, 2-iP 5 mg/l y se observod
que tanto el indice de crecimiento como la respuesta
embriogénica aumentan a medida que aumenta las concen-
traciones de estos reguladores (Tablas 1a a 2b).
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Tabla 1a
Efecto de distintas concentraciones de NAA y 6-BA sobre el crecimiento de callos
derivados de embriones de semillas maduras en medio de induccién

Concentracion de NAA mgl/l
2,5 5,0 10,0

Concentracién de 1,0 1,51+0,01* 2,31+0,03 2,5340,03
6-BA mg/l

2,5 1,73+0,02 2,40+0,03 2,54+0,03

5,0 2,10+0,03 2,53+0,03 2,54+0,03

Media + DE, 150 explantes por tratamiento
Tabla 1b

Efecto de distintas concentraciones de NAA y 2-iP sobre el crecimiento de callos
derivados de embriones de semillas maduras en medio de induccién

Concentracién de NAA mgl/l
25 5,0 10,0

Concentracion de 1,0 1,89+0,03* 2,24+0,04 2,41+0,03
2-iP mgll

2,5 1,98+0,03 2,27+0,23 2,48+0,02

50 2,10+0,03 2,38+0,03 2,47+0,02

Media + DE, 150 explantes por tratamiento
Tabla 2a

Efecto de distintas concentraciones de NAA y 6-BA sus concentraciones sobre la respuesta embriogénica
en callos derivados de embriones de semillas maduras en medio de induccion.

Concentracion de NAA mgl/l
Embriones
2,5 5,0 10,0
Concentracion de 1,0 4,22+0,05* 5,34+0,05 5,567+0,06
6-BA mg/l
25 5,81+0,05 6,41+0,06 6,81+0,07
50 7,32+0,32 8,51+0,07 9,62+0,10*
* Numero de embriones por callo Media + DE, 150 explantes por tratamiento
Regeneracién de embriones somaticos nes, se subcultivaron en 7 medio de maduracion y desa-

rrollo diferentes en condiciones de fotoperiodo a 27°C.
Después de 30 dias de incubacioén en condiciones de ~ Los resultados de estos experimentos se muestran en la
oscuridad los callos obtenidos en los medios de induc- ~ Tabla 3. Se aprecia que los tratamientos que presenta-

cion NAA 10 mg/ly 2-iP 5 mg/l yNAA 10mg/l6-BA 5  ron mejores resultados fueron en los que estaba presen-
mg/l los cuales presentaron mayor numero de embrio-  te el ABA en combinacion con NAA y 6-BA:7-NBAG
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Tabla 2b

Efecto de distintas concentraciones de NAA y 2- iP sobre la respuesta embriogénica
en callos derivados de embriones de semillas maduras en medio de induccién

Embriones Concentracion de NAA
25 5,0 10,0
C°”°egti[g°“"“ de 1.0 6,12+0,07* 6,45+0,07 6,82+0,08
2,5 6,32+0,07 6,53+0,08 6,95+0,09
5,0 6,43+0,07 6,61+0,08 7,2120,09*

* Numero de embriones por callo

Media + DE, 150 explantes por tratamiento

Tabla 3

Embriogénica somatica y germinacion apical de callos derivados de embriones de
semillas maduras en medio de maduracién y desarrollo 21 dias

MMD Medio inicial de induccidn NB++ Medio inicial de induccion NP++
Medios de Numero de Embriones con Numero de Embriones con
maduracién y embriones germinacion apical Embriones germinacion apical

desarrollo Media-+DE Media+DE Media+DE Media+DE

MB 10,00+0,10 6,7940,06* 8,83+0,10 4,58+0,04

A 9,41+0,10 8,91+0,06 7,45+0,11 5,7940,08

7,83+0,07 3,12+0,03 13,87+0,4 5,2940,05

BA 8,04+0,10 8,04+0,01 10,25+0,3 6,33+0,04

NB 7,41+0,10 4,54+0,05 16,95+04 8,58+0,04
NBA 9.36+0.11 8.45+0.07 15.36+0.05 9,21+0.0.5

NBAG 10,62+0,10 9,71+0,04 12,3740,3 9,41+0,04

++ NB =Medios con NAA y 6-BA; NP = Medios con NAA y 2-iP

(medio basicotNAA 0.01mg/I+ 6-BA 0.1mg/l + ABA
1 mg/+AG 1 mg/) ya que se observé mayor niimero de
embriones por callo y callos con germinacion apical de
los cuales se desarrollaron plantas enteras.

Esta situacion podria explicarse por la presencia de re-
gulador de crecimiento ABA, el cual tiende favorecer el
desarrollo embrionario, si observamos el efecto del ABA
en el desarrollo apical en los tratamientos A(MB + ABA
1 mg/l), BA(MB+BA 0.1 mg/I+ABA 1 mg/l) y
NBAMB+NAA 0.01 mg/I+BA 0.1 mg/+~ABA 1.0 mg/
1) y los comparamos con los tratamientos MB(MB),

B(MB+BA 0.1 mg/l) y NB (NAA 0.01 mg/I+BA 0.1
mg/l), en donde no hay presencia de ABA, notamos que
se observan diferencias con respecto al desarrollo apical,
lo anterior indica que el ABA en este experimento tiene
afecto tanto en el desarrollo embrionario como en el
desarrollo apical. Existen embriones que muestran ano-
malias en su desarrollo («neomorfos») lo que se traduce
en una inhibicion del desarrollo apical debido a la for-
macion temprana de raices (Krikorian, Kann, 1981).

Cuando se utilizo en el medio de induccion el regulador
de crecimiento 2-iP se aprecia que el numero de em-
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Efecto de distintas concentraciones de NAA, 6-BA y 2-iP sobre el indice de crecimiento de los

Tabla 4
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callos procedentes de limbo de hojas de plantas de semillas cultivadas in vitro

Concentracién de NAA (mg/l)

25 5.0 10.0
Concentracién de 1.0 . . .
6-BA y 2-iP (mg/l) 1.00+00 2.14+0.05 1.13£0.04
2.01+£0.03** 2.15+0.04** 2.33+0.04**
25
1.00+00* 2.0000* 1.55+0.02*
1.85+0.04** 2.07+0.04** 2.28+0.03**
5.0
1.00+00* 1.55+0.02* 1.54+0.02*
2.04+0.02** 2.36+0.04** 2.45+0.04**

* NAA + 6-BA; ** NAA + 2-iP

Media+ DE, 150 explantes por tratamiento

Tabla 5

Efecto de distintas concentraciones de NAA, 6-BA y 2-iP sobre el nimero de embriones somaticos por callo
a partir de explantes de limbos de hojas de plantas de semillas cultivadas in vitro en medio de induccion

Concentracion de NAA (mg/l)
25 5.0 10.0
tracié 1.
Concentracion de 0 14.26+0.04* 23.60+0.03* 25.70+0.04*
6-BAy 2-iP (mg/l)
22.33+0.01** 30.97+0.04** 30.33+0.02**
25
20.01+0.02* 25.16+0.03* 26.63+0.03*
31.30+0.02** 30.36+0.04** 30.64+0.02**
5.0
21.4440.05* 25.58+0.03* 27.10+0.03*
31.66+0.04** 30.83+0.02** 30.63+0.04**

*NAA + 6-BA; ** NAA + 2-iP, nimero de embriones por callo

briones con desarrollo radicular temprano fue mayor que
con 6-BA, pero el desarrollo apical fue menor. En am-
bos experimentos, el indice de crecimiento fue similar,
con la formacién de un callo embriogénico semiftiable
con desarrollo radicular. La frecuencia de callos con
embriones y germinacion apical fue 100%.

Inducciéon de embriogénesis somatica en
explantes de hojas de plantulas de
semillas cultivadas in vitro

Durante el cultivo en el medio de induccion después de

Mediat DE, 150 explantes por tratamiento

30 dias se inicio la aparicion de embriones directamente
del explante, embriogénesis somatica casi directa, con
desarrollo radicular, los resultados dptimos fueron con
las combinaciones de reguladores NAA 10 mg/l, BA 5
mg/l y NAA 10 mg/l, 2-iP 5 mg/l y se observo que tanto
el indice de crecimiento como la respuesta embriogénica
aumentan a medida que aumentan las concentraciones
de estos reguladores (Tablas 4 y 5). Los medios de in-
ducciédn con las auxinas: acido 2,4-dicloro fenoxi acéti-
co, acido 2,4,5-tricloro fenoxi acético y picloram) no
presentaron formacion de embriones.



Embriogénica somatica y germinacidén apical de callos derivados de limbos de hojas de plantas de

Respuesta cultural y morfogenética de tres explantes de borojé ( Borojoa patinoi Cuatrecasas)
José Raul Moreno, Miguel Angel Medina Rivas

Tabla

6

semillas cultivadas in vitro en medio de maduracién y desarrollo

MMD Medio inicial de induccion NB++ Medio inicial de induccion NP++
Medios de Numero de Embriones con Numero de Embriones con germinacion
maduracién y embriones germinacion apical embriones apical Media+S.E
desarrollo Media+S.E Media+S.E Media+S.E
MB 27.10+0,10 0,0+0,0 30.64+0,10 0,0+0,00
A 28,41+0,10 2,91+0,06 31,45+0,11 2,79+0,08
27,83+0,07 0,0+0,00 31,8704 0,0+0,0
BA 28,04+0,10 2,33+0,01 31,25+0,3 2,03+0,04
NB 27,41+0,10 0,0+0,0 32,95+04 0,0+0,0
NBA 33,62+0,10 3,31+0,04 33,37+0,3 3,11+0,04
NBAG 35,62+0,10 4,51+0,04 33,37+0,3 3,35+0,04

++ NB =Medios con NAA y 6-BA; NP = Medios con NAA y 2-iP

Regeneracion de embriones somaticos

Después de 30 dias de incubacion en condiciones de
oscuridad los callos obtenidos en los medios de induc-
cion NAA 10 mg/ly 2-iP 5 mg/l y NAA 10 mg/1 6-BA 5
mg/l los cuales presentaron mayor ntimero de embrio-
nes, se subcultivaron en 7 medio de maduracion y desa-
rrollo diferentes en condiciones de fotoperiodo a 27°C.

Los resultados de este experimento se muestran en la
Tabla 6.

Se aprecia que los tratamientos que presentaron mejo-
res resultados fueron en los que estaba presente el ABA
en combinacion con NAA y 6-BA:7-NBAG (medio
basicotNAA 0.01 mg/l+ 6-BA 0.1 mg/l + ABA 1 mg/
I+AG 1 mg/) y 6-NBA (medio basico NAA 0.01 mg/1+
BA 0.1 mg/l+ABA 1 mg/l) ya que se observdé mayor
numero de embriones por callo y callos con germinacion
apical de los cuales se desarrollaron plantas enteras. Esta
situacion podria explicarse por la presencia de regula-
dor de crecimiento ABA, el cual tiende a mejorar el de-
sarrollo embrionario, si observamos el efecto del ABA
en el desarrollo apical en los tratamientos A(MB + ABA
1 mg/l), BA (MB+BA 0.1 mg/HABA 1 mg/l) y NBA

(MB+NAA 0.01 mg/I+BA 0.1 mg/+ABA 1 mg/l) y los
comparamos con los tratamientos MB (MB), B
(MB+BA 0.1 mg/l) y NB (NAA 0.01 mg/I+BA 0.1 mg/
1), en donde no hay presencia de ABA, se observan di-
ferencias con respecto a la germinacion apical, lo ante-
rior indica que el ABA solo y en combinacion con NAA
y 6-BA es efectivo tanto en la maduracion del embrion
como en la germinacioén apical, Neuensschwander y
Baumann (1992) informaron que el proceso de madu-
racion y desarrollo de embriones somaticos de café,
planta de la misma familia del borojo, que el efecto del
ABA en mejorar la maduracion y desarrollo de los em-
briones somaticos fue en ausencia de otros reguladores
de crecimiento y que el ABA en combinacion con NAA
y kinetina no fue efectivo. Existen embriones que mues-
tran anomalias en su desarrollo («neomorfosy) lo que se
traduce en una inhibicion del desarrollo apical debido a
la formacion temprana de raices: Krikorian Kann 1981,
Mchaux-Ferriére y Schwendiman (1992) informaron que
la formacion muy réapida de los embriones somaticos po-
dria inducir anormalidades debido a la baja cantidad de
proteinas de reserva almacenadas durante el proceso
de induccion, impidiendo la ausencia de apice. Situacion
que no se observa cuando los explantes primarios son
embriones cigdticos ya que estos estan cargados de ele-
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mento nutricionales para su funcion morfogenética la cual
es regenerar planta.

Cuando se utilizé en el medio de induccion el regulador
de crecimiento 2-iP se aprecia que el nimero de em-
briones con desarrollo radicular temprano fue mayor que
con 6-BA, pero el desarrollo apical fue menor de forma
similar al experimento NAA y 6-BA el regulador de
crecimiento ABA presento efectos importante en el de-
sarrollo apical.

Inducciéon de embriogénesis somatica en
Hojas nuevas de brotes recientes de
plantas adultas cultivadas en el campo

Durante el cultivo en el medio de induccion después de
30 dias se formaron embriones directamente del
explante, embriogéneisis casi directa y, ademas, un ca-
llo embriogénico con desarrollo radicular, los resultados
optimos fueron con las combinaciones NAA 10 mg/l,
BA 5 mg/l y NAA 10 mg/l, 2-iP 5 mg/l (Tablas 7, 8 y
Figura 1).

Regeneracién de embriones somaticos

Los resultados de estos experimentos se muestran en
las Tablas 9. Se aprecia que en el medio de maduracion
y desarrollo, el tratamiento que presentd mayor numero
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de embriones fue el NBAG (medio basico + NAA 0.01
mg/l+ 6-BA 0.1 mg/l + ABA 1 mg/l + AG 0.1 mg/) con
desarrollo radicular y mayor germinacion apical, similar
a lo observado con los embriones de semillas maduras.
En donde el ABA tiene efectos similares al ocurrido con
los embriones de semillas maduras, observandose que
en los medios de maduracion en donde el ABA se en-
cuentra presente mostraron los mejores resultados.

Desarrollo de plantas

Después de 18 dias de crecimiento en el medio sin regu-
ladores de crecimiento, las plantas desarrollaron el pri-
mer par de hojas y después de 45 dias de ser tran-
splantadas el medio de multiplicacion alcanzaron una al-
tura de 3-4cm y 4 pares de hojas, posteriormente en el
medio de enrraizamiento se logrd un sistema radicular
extensivo.

En este trabajo se estudio la induccion de embriogéneisis
somatica y regeneracion de plantas a partir de callos obte-
nidos de embriones de semillas maduras, de hojas de plan-
tas de semillas cultivadas in vitro , de hojas nuevas de bro-
tes recientes de plantas adultas cultivadas en el campo de
borojo. Se requirié de dos medios sucesivos con diferen-
tes relacion y concentraciones de reguladores del crecimiento
(NAA y BA en el medio de induccion y NAA, BA, ABAy
AQ), en el medio de maduracion y desarrollo la induccion

Tabla 7
Efecto de distintas concentraciones de NAA, 6-BA y 2-iP sobre el indice de crecimiento de los callos
procedentes de limbo de hojas de plantas adultas cultivadas en el campo en medio de induccidn

Concentracion de NAA (mg/l)
25 5.0 10.0
Concentracion de 1.0 . . .
6-BA y 2-iP (mg/l) 1.11+0.02 2.1110.07 1.20+£0.04
2.00+0.05** 2.20+0.03** 2.45+0.03*
25
1.00+00* 2.10+03* 2.00+0.04*
1.90+0.08** 2.15+0.07** 2.40+0.03**
5.0
1.00+00* 1.60+0.04* 2.00+0.05*
2.10+0.08** 2.81+£0.02** 2.15+0.06**

* NAA + 6-BA; ™ NAA + 2-iP,

Mediat DE, 150 explantes por tratamiento
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Figura 1. Embriogénesis somdtica. A, B, C embriones de semillas maduras; D, E, F hojas plantulas de semillas; G, H, | hojas nuevas de brotes
recientes de plantas adultas cultivadas en el campo; J, K, L embriones con desarrollo apical; M, plantulas en medio de multiplicacion; N plantulas
en crecimiento de 90 dias.

de las células embriogénicas correspondi6 a la desdi-  El potencial embriogénico de una célula parece ser expre-
ferenciacion celular que ocurri6 durante la fase de induc-  sado durante el tiempo de induccion dependiendo de las

cion, las condiciones que desencadend este fendmeno no  condiciones del cultivo y del estado fisiologico de la célula,
pudo ser definido. en el caso de embriones de semillas, los cuales son ricos en
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Tabla 8
Efecto de distintas concentraciones de NAA, 6-BA y 2-iP sobre el nimero de embriones somaticos por callo
a partir de explantes de limbos de hojas de plantas adultas cultivadas en el campo en
medio de induccion

Concentracion de NAA (mg/l)
25 5.0 10.0
Concentracién de 1.0 . R .
6-BA y 2-iP (mg/l) 12.23+0.05 19.61+0.04 20.71+0.06
18.32+0.02** 25.95+0.03** 25.32+0.03**
25
15.01+0.03* 20.13+0.05* 21.61+0.05*
23.31+0.04** 28.38+0.08** 24.38+0.03**
5.0
19.45+0.06* 20.48+0.05* 15.11+0.04*
24.63+0.05** 27.73+0.04** 20.61+0.05**

* NAA + 6-BA; ** NAA + 2-iP, Nimero de embriones por callo

Mediat DE, 150 explantes por tratamiento

Tabla 9
Embriogénica somatica y germinacién apical de callos derivados de limbos de hojas de
plantas adultas cultivadas en el campo 30 dias en medio de maduracion y desarrollo.

MMD Medio inicial de induccién NB++ Medio inicial de induccion NP++
Medios de Numero de Embriones con Ndmero de Embriones con germinacién
maduracion y Embriones germinacién apical embriones apical Media+S.E
desarrollo Media+S.E Media+S.E Media+S.E
MB 24.11+0,11 0,0+0,0 25.64+0,11 0,0+0,00
A 23,31+0,12 1,91+0,06 23,45+0,12 1,79+0,08
B 21,63+0,097 0,0+0,00 28,87+0,08 0,0+0,0
BA 25,14+0,12 1,33+0,01 27,25+0,09 1,03+0,04
NB 22,61+0,08 0,0+0,0 27,95+009 0,0+0,0
NBA 22,42+0,10 3,31+0,04 29,37+0,07 3,11+£0,04
NBAG 25,32+0,09 4,51+0,04 30,3740,08 2,35+0,04

++ NB =Medios con NAA vy 6-BA; NP = Medios con NAA y 2-iP

reservas nutricionales (carbohidratos, proteinas, lipidos, vi-
taminas etc.) necesarias para el desarrollo de una planta,
parece ser de interés para la formacion de tejidos embrio-
narios porque los callos procedente de estos explantes pre-
sentaron el menor niimero de embriones anormales com-
parados con los callos de hojas de plantas de semillas cul-
tivadas in vitro y de hojas nuevas de brotes recientes de
plantas adultas cultivadas en el campo se puede observar
que el nimero de embriones anormales se increment6 con
el estado fisioldgico del explante, edad de la planta.

El hecho que los embriones formados fueran capaces
de desarrollarse y germinar y producir plantas en el me-
dio de maduracioén y desarrollo y en el medio bésico, es
de gran importancia para abordar la induccion de
embriogénesis somaticas en explantes foliares de mate-
rial adulto.

De momento, la mayoria de los embriones obtenidos a
partir de callos de hojas de plantulas de semillas y de
material adulto presentan el problema de la falta de



germinacion apical debido un desarrollo prematuro de
la parte radicular (germinacion precoz). A pesar de ello,
esto puede ser facilmente solucionable optimizando la
fase de maduracion, a fin de conseguir que los embrio-
nes somaticos acumulen suficiente sustancia de reserva
antes de que se produzca la germinacion de los mismos.

Teniendo en cuenta el nlimero de embriones soméaticos
por explante, si se normalizan el proceso de madura-
cion, dispondremos de un método eficiente para la pro-
pagacion vegetativa de plantas adultas seleccionadas de
Borojo.

CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos sobre la respuesta cultural y
morfogenética de explante primario de Boroj6 se puede
concluir lo siguiente.

1. Los embriones de semillas maduras dieron callos con
un alto indice de crecimiento y embriones con germi-
nacion apical y dan lugar a plantas enteras

2. Los explantes procedentes de hojas de plantulas de
semillas cultivadas in vitro, presentaron el mayor ni-

Respuesta cultural y morfogenética de tres explantes de borojé ( Borojoa patinoi Cuatrecasas)

José Raul Moreno, Miguel Angel Medina Rivas

mero de embriones somaticos, todos ellos con desa-
rrollo radicular temprano, algunos exhiben germi-
nacion apical

3. Enlos explantes procedentes de hojas nuevas de bro-
tes recientes de plantas adultas cultivadas en el cam-
po, se logré la induccion de embriones somaticos, la
maduracion y desarrollo de los embriones y muy po-
cos exhiben germinacion apical y dan lugar a plantas
enteras

4. Los reguladores de crecimiento que promovieron
mayor respuesta embriogénica fueron la auxina NAA
y las citoquininas 2-1P y 6-BA.

Los resultados del presente trabajo, mediante la técnica
de cultivo in vitro de tejidos, permiten obtencion de
plantulas hembras y machos, lo cual garantiza una se-
leccion por sexo de esta especie, lo que facilita el con-
trol del nimero de individuos hembras para el estableci-
miento de cultivos comerciales mas productivos y
sostenibles. Como también, permite emprender progra-
mas de mejora basados en: 1- seleccion y propagacion
clonal de genotipos élite 2-basados en la transferencia
de genes via transformacion genética y 3- libres de
patdgenos.
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