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SELEC,CI(')N Y REGENERACION /n vitro DE SOMACLONES DE TOMATE
DE ARBOL (So/anum betacea cav. Sendt) UTILIZANDO FILTRADOS
DE CULTIVO DE Colletotrichum acutatum CON ACTIVIDAD PECTINASA

Carlos Patifio Torres'; Rodrigo Hoyos Sanchez? y Lucia Afanador Kafuri®

RESUMEN

Se utilizaron filtrados de cultivo de Colletotrichum acutatum, agente causal de la antracnosis del
tomate de drbol, para la seleccion in vitro de variantes somaclonales de ésta planta con resistencia
potencial a la enfermedad. El filtrado, utilizado a varias concentraciones, demostro ser un agente
de seleccion efectivo cuando se integré al medio de cultivo, pues causé niveles elevados de
mortalidad de los explantes comparado con los tratamientos sin filtrado. Igualmente, se estudio
el efecto de la benziladenina (BA 6 BAP) sobre la respuesta organogénica de explantes de tejido
foliar de tomate de drbol.

Palabras claves: C. acutatum, tomate de arbol, tamarillo, antracnosis, cultivo de tejidos, variacién
somaclonal, resistencia a enfermedades

ABSTRACT

SELECTION AND /n vitro REGENERATION OF SOMACLONES OF TREE TOMATO (Solanum betacea
cav. Sendt) USING CULTURE FILTRATES OF Colletotrichum acutatum
WITH PECTINASA ACTIVITY

Culture filtrates of Colletotrichum acutatum, causal agent of the anthracnose disease in tree
tomato, were used for the in vitro selection of somaclonal variants with potential resistance to
this disease. Culture filtrates used at different concentrations, showed to be an effective agent of
selection when they were mixed with the growth media. The findings indicated a high level of
mortality for the explants growing on the ammended media as compared with these growing on
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non ammended one. The effect of the benziladenina (BA 6 BAP) on the organogenic response of

leaf explants of tomato tree was also studied.

Key words: C. acutatum, tomato tree, tamarillo, anthracnose, tissue culture, somaclonal variation,

disease resistance

La enfermedad de la antracnosis pro-
ducida por el hongo Colletotrichum
acutatum es una de las principales limi-
tantes de cultivo de tomate de arbol
(Solanum betacea cav. Sendt) en
Colombia y en muchos otros paises
productores, causando pérdidas de
hasta el 100% en casos extremos (Villa
Londofo, 1999).

Aunque el control de la enfermedad se ha
basado principalmente en medidas de
tipo quimico, las mismas son ineficientes y
plantean serios inconvenientes en lo
ambiental y en lo econémico. Alternativa-
mente, se han buscado fuentes de
resistencia natural a la enfermedad en
otras especies relacionadas como lo re-
porté Lobo, Medina y Cardona (2000),
con la especie Gyphomandra uniloba. Mas
aun, para el tomate de arbol los proce-
dimientos de mejoramiento convencional
no son faciles de ejecutar debido a su
naturaleza alégama, arbustiva y en al-
gunos casos poliploide de algunas varie-
dades; también como consecuencia, de la
escasa caracterizacion disponible para ésta
especie a nivel fenotipico y molecular.
Resulta dificil, obtener plantas a partir de
cruzamientos interespecificos, ya que
existe baja viabilidad de semillas (Obando,
Goreux y Jordan, 1992).

Es bien conocido que la resistencia que
poseen algunas variedades vegetales a
patégenos productores de fitotoxinas
puede estar asociada a su falta de sen-
sibilidad hacia estas o a la capacidad
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de desplegar mecanismos que permi-
ten su degradacién o inactivacion. C
acutatum produce en cultivo liquido
enzimas tipo pectinasas (Patifo, Hoyos
y Afanador, 2006; Fernando, Jayashinge y
Wijesundera, 2001) y acido indolacético
(Robinson, Riov y Sharon, 1998; Chung et
al, 2003), sustancias que estan posible-
mente implicadas en su interaccion pa-
togénica con varias especies vegetales.
Otros hongos del mismo género son
productores reconocidos de metabolitos
de bajo peso molecular con actividad
fitotoxica (Garcia y Collado, 2003).

El empleo de fitotoxinas para la obten-
cion de material resistente a enferme-
dades a través de procesos de seleccién in
vitro, es una técnica ampliamente utili-
zada desde hace ya varias décadas, con
resultados exitosos en varias especies y
para varios patdgenos de importancia
comercial (Daub, 1986; Svanova and
Lebeda, 2005).

Estudios en los que se utilizaron filtrados
de cultivo que contenian pectinasas
(Orlando, Magro y Rugini, 1997) o meta-
bolitos secundarios (Jayasankar et al,
1999) producidos por Rhizoctonia fragarie
o C gloeosporioides, respectivamente,
han demostrado que la seleccion /n vitro,
puede generar variantes genéticos o
epigenéticos (somaclones) que presentan
algun grado de tolerancia/resistencia a
la enfermedad causada por el patégeno /n
vivo. De hecho, en varios ensayos realiza-
dos en laboratorio o campo con diferentes
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especies han puesto en evidencia que los
somaclones generados por los procesos
de seleccion han producido progenie que
conservd la caracteristica de resistencia
adquirida en la fase de cultivo de tejidos
(Ahmed et al, 1996; Svanova and Lebeda,
2005).

El propodsito de éste estudio fue deter-
minar el efecto fitotdxico de los filtrados
de cultivo de C acutatum sobre explantes
foliares de tomate de arbol desarrollados
/n vitro, para su posterior uso como agen-
tes de seleccion, con el fin de obtener ma-
terial de tomate de arbol tolerante-
resistente a la enfermedad de la antrac-
nosis. Igualmente se determiné el efecto
de la citocinina 6-benzilaminopurina (BAP)
sobre las respuestas organogénicas de los
explantes sometidos o no a la accién del
filtrado fitotdxico.

MATERIALES Y METODOS

Produccion de fiftrados crudos. El aislado
de C acutatum utilizado se obtuvo a
partir de frutos de tomate de arbol que
presentaban lesiones caracteristicas, fue
donado por el laboratorio de Sanidad
Vegetal de la Universidad Nacional de
Colombia Medellin. Para la produccién de
los filtrados con actividad pectinasa se
procedié de acuerdo a los estudios de
Patifo, Hoyos y Afanador (2006).

Seleccion in wvitro y regeneracion de
vaniantes somaclonales de tomate de
drbol. Para la obtencion y regeneracion de
variantes somaclonales de tomate de
arbol con resistencia potencial a la antrac-
nosis se estudiaron los efectos de dos
factores: concentracion de la citocinina 6-
benzilaminopurina (BAP) y concentracién
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de filtrado fitotoxico. Para ello se estable-
cid un experimento bifactorial con 4 ni-
veles de concentracién de BAP correspon-
dientesa 0, 1,2y 3 mg - L' en medio de
cultivo basico (Murashige y Skoog, 1962);
y 3 niveles de concentracién de filtrado
con actividad fitotdxica.

Para establecer la concentracion de
filtrado fitotéxico como agente de
seleccion en el medio de cultivo se
opto por el siguiente procedimiento:
del filtrado obtenido mediante la fer-
mentacién en medio MS durante dos
semanas, se tomaron dos litros, uno de
ellos se colocod en estufa a 40°C para
permitir la evaporaciéon lenta y cons-
tante hasta alcanzar 500 mL; el otro
litro se dej6 evaporar hasta obtener 250
mL de filtrado, con el fin de alcanzar una
concentracion relativa de 2x para el
primero y 4x para el segundo. La tempe-
ratura elegida de 40°C se determiné
previamente como la mas adecuada para
la evaporacion, debido a que en ensayos
anteriores (datos no publicados) demostré
no tener efecto sobre la actividad fito-
toxica del filtrado cuando se probd sobre
los frutos de tomate de arbol.

Los niveles estudiados de concentracion
de agente selectivo (filtrados fitotoxicos)
correspondieron entonces a la adicién en
una concentracion del 10% v/v al medio
de cultivo MS, del filtrado en las dos con-
centraciones, 2x y 4x. El tercer nivel de
concentracion del filtrado correspondié al
testigo, es decir sin adicion del filtrado. La
Tabla 1 resume los tratamientos eva-
luados.

Los explantes que se sometieron al pro-

ceso de seleccion /n vitro consistieron en
segmentos foliares provenientes de
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plantulas de tomate de arbol variedad
comun desarrolladas y conservadas /n
vitro en el laboratorio de Micro-
propagacion de la Universidad Nacional
de Colombia, Sede Medellin. Los
segmentos de aproximadamente 25-35
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mm? fueron tomados Unicamente a partir
de la primera y segunda hojas, contadas
desde el extremo apical, las cuales
previamente demostraron ser las mas ade-
cuadas para los procesos de morfogénesis
y regeneracion /in vitro.

Tabla 1. Matriz de tratamientos evaluados para la obtencion de variantes
somaclonales de tomate de arbol sometidos a seleccién /n vitro con filtrados

fitotoxicos de Colletotrichum acutatum.

TRATAMIENTOS

Concentracion relativa
de filtrado fitotoxico = F

Concentracién hormonal
(BAPmg-L) =B

(10% v/v) 0 1 2 3
0 BOFO B1FO B2F0 B3FO
2X BOF2x B1F2x B2F2x B3F2x
4x BOF4x B1F4x B2F4x B3F4x
Se utilizd medio de cultivo basico M & S RESULTADOS

(1962) suplementado con, 3% saca-
rosa; 0,5 mg - L de acido nicotinico, 0,5
mg - L de piridoxina, 2,0 mg - L de
glicina y 0,8% de agar y pH 5,8. Los
explantes se sembraron en los di-
ferentes tratamientos con o sin filtrado.
Por cada tratamiento evaluado se
sembraron 110 explantes foliares en 20
ml de medio de cultivo cada uno, los
cuales se mantuvieron a una tempe-
ratura de aproximadamente 25°C y un
fotoperiodo de 12 horas.

La variable respuesta evaluada fue el
numero de brotes de vastago por
explante. Los analisis estadisticos
correspondientes se hicieron utilizando
el procedimiento GLM (General Lineal
Model) del software SAS version 8.0. La
comparacion de medias se realizdé con
la prueba de Tukey-Kramer del mismo
procedimiento.
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Seleccion in vitro y regeneracion de
variantes somaclonales. Los analisis de-
mostraron que tanto las citocininas
como los filtrados, y también su inte-
raccion, contribuyen de manera efi-
ciente en el proceso de seleccién /n
vitro.

El procedimiento GLM utilizado para
el analisis de los resultados, demostré
que existieron diferencias estadisticas
significativas entre varios de los tra-
tamientos. En primer lugar es de
destacar que no se obtuvo ningun
regenerante a partir de los explantes
sembrados en medio sin BAP, inde-
pendientemente de que el mismo
contuviera o no filtrado fitotéxico en
cualquiera de las concentraciones
evaluadas. Fue evidente la accion fi-
totéxica del filtrado sobre los tejidos
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del explante ya que los mismos sufrieron
procesos de pardeamiento y necrosa-

miento que eventualmente condujeron a
la muerte de los tejidos (Figura 1).

Figura 1. Dano y muerte de los tejidos de los explantes de tomate de arbol sembrados
en medio de cultivo basico (M&S, 1962) sin adicién de BAP (BO) sin filtrado fitotoxico
de C acutatum (FO) o con la adicién de filtrado a concentraciones relativas 2x (F2x) y
4x (F4x) después de 45 dias de cultivo. Obsérvese el mayor nivel de pardeamiento y
necrosamiento para el tratamiento con mayor concentracion de filtrado (F4x).

El mayor nimero de regenerantes por
explante se presentd en aquellos
tratamientos en que se utilizé el medio
de cultivo con BAP y sin filtrado fito-
toxico; el tratamiento con mejor res-
puesta fue aquel con 1 mg - L de BAP,
en el cual se produjeron en promedio
3,55 regenerantes por segmento foliar,

seguido por el tratamiento con 3 mg - L
de BAP con 2,72 regenerantes por
explante y luego por el tratamiento con
2 mg - L de BAP en el que se obtuvieron
1,11 regenerantes por explante (Figura
2). Estadisticamente estos tratamientos
tuvieron efectos significativamente
diferentes (Tabla 2).

Tabla 2. Resumen de comparaciones multiples de medias de tratamientos por la prueba
de Tukey-Kramer para nimero de regenerantes por explante (B: BAP a concentraciéon de
0, 1,2 03 mg - L; F: Filtrado a concentracion 0, 2x o 4x).

Tratamiento B1F0  B3FO  B2F0  B2F2x  B1Fdx

B1F2x

B2F4x BOFO BOF2x BOF4x B3F2x B3F4x

Media
¥ a b C d d

35465 2,7159 1,068 0,2526 10,1068 0,0968 0,0694 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

d d d d d d d

* Letras diferentes indican que los tratamientos tienen efectos estadisticamente diferentes (P= 0,05).

Rev.Fac.Nal.Agr.Medellin.Vol.60,No.2.p.3923-3937.2007
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F2x

Figura 2. Brotes (regenerantes) obtenidos a partir de explantes foliares de tomate de arbol
sometidos a los tratamientos correspondientes a las diferentes combinaciones BAP x Filtrado,
después de 45 dias de cultivo /n vitro. B1: BAP 1 mg - L; B2: BAP 2 mg - L; B3: BAP 3 mg * L;
FO: sin filtrado; F2x: Filtrado con concentracion relativa 2x; F4x: Filtrado con concentracion

relativa 4x.

Como se observa en las Figuras 3y 4, la
adicion de filtrado fitotdxico redujo
significativamente la tasa de aparicion
de regenerantes en los explantes y en
algunos casos la inhibi6 completa-
mente, lo cual puede ocurrir cuando se
utiliza un agente de seleccion ade-
cuado.

La mayor tasa de aparicion de regene-
rantes, de naturaleza somaclonal, se pre-
sentd en el tratamiento con 2 mg - L de
BAP y filtrado a concentracién 2x (Figura
2), tratamiento con el que se obtuvieron
en promedio 0,25 regenerantes por ex-
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plante. En términos absolutos, este
tratamiento produjo 23 brotes. Los trata-
mientos correspondientes a la adicién de
la combinacién de 1 mg - L de BAP vy fil-
trado de concentraciéon 4x y a la combi-
nacion 1 mg - L de BAP y filtrado fito-
toxico de concentracion 2x produjeron
respectivamente 0,11 y 0,10 regene-
rantes por explante (Figura 2), con un
numero absoluto de 13 y 10 brotes
respectivamente. En la combinacién con
2 mg - L de BAP y filtrado a con-
centraciéon 4x, se produjeron 0,07 re-
generantes por explante (Figura 2) y un
numero absoluto de 4 brotes.

Rev.Fac.Nal.Agr.Medellin.Vol.60,No.2.p.3923-3937.2007
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Regenerantes (No

0,50+
0,00+

BOFO
BOF2x
BOF4x

B1FO
B1F2x
B1F4x

B2F0
B2F2x
B2F4x

B3FO
B3F2x
B3F4x

Tratamiento

Figura 3. Numero promedio de regenerantes de tomate de arbol por explante
obtenidos en los diferentes tratamientos con BAP x Filtrado. Después de 45 dias de
crecimiento.

La adicién de filtrado a concentraciones de  tratamientos resultd ser significativamente
2x 0 4x, en el medio de cultivo suplemen-  diferente uno con respecto al otro, sin
tado con 3 mg - L de BAP inhibié completa- embargo, si lo fueron en relacién a los
mente la aparicién de regenerantes (Figura  tratamientos que no incluyeron el BAP en el
2). Estadisticamente, ninguno de estos medio de cultivo (Tabla 2).

——ED
4,0000 - ———r
32,6000 - B2

32,0000 4 ——B3

25000
2,0000

1,500

Regenerantes (No)

4,000 4

00,5000

0,0000

-0,8000 4

Concentracion de filtrado

Figura 4. Efecto del filtrado fitotoxico de C acutatum sobre el numero de
regenerantes/explante de tomate de arbol, obtenidos a partir de las diferentes
combinaciones BAP-Filtrado, después de 45 dias de crecimiento.
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Es interesante notar ademas, el efec-
to del BAP sobre los explantes sujetos
y no sujetos a la accion del filtrado.
De los explantes sembrados sobre
medio sin adicién de BAP, el 26%
permanecieron vivos después de 45
dias de sembrados, el 74% restante
murieron y presentaron diferentes
grados de necrosis. Cuando se adi-
cioné BAP al medio de cultivo la tasa
de supervivencia y viabilidad de los
explantes se incrementé nota-
blemente (Figura 5).

Cuando el medio contenia 1 mg - L de
BAP sin filtrado, la tasa de super-
vivencia de los explantes fue del 84,2%;
a una concentracién de 2 mg - L de
BAP sin filtrado se logré una supervi -
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vencia del 80,54% y con 3 mg - L de
BAP y sin filtrado la misma fue del
75,4%.

La adicion de BAP al medio de cultivo
contrarrest6 de manera significativa
los efectos del filtrado fitotdxico
sobre los explantes cuando ésta se
aplicé a los medios de cultivo. La
mortalidad de los explantes fue del
39,78% y del 37,03% para la com-
binacién de 1 mg - L de BAP - filtrado
en concentraciéon 2x y 4x, respecti-
vamente; 50% y 79,6% para la com-
binacion 2 mg - L de BAP - filtrado a
concentracion 2x y 4x y, 65,62% vy
73,86% para el tratamiento 3 mg - L
BAP - Filtrado en concentracién 2x y
4x, respectivamente (Figura 6).

[“at'sl |
9T

0%
|
2969

9L°6/
9gES

05

BEFE

Tl 92

B

BOF0  BOF2x BOF4x  B1F0

B1F2x B1F4x B2F0  B2FXx

B2F4x  BIF0 B3F2x BIF&

Explantes vivos

D Explantes muertos

Figura 5. Mortalidad de los explantes de tomate de arbol para los diferentes
tratamientos BAP x Filtrado, después de seis semanas de cultivo.

La respuesta bastante notable fue la que
se produjo en el caso de los tratamientos
correspondientes a la adicion de BAP 1

3930

mg - L en el medio de cultivo - filtrado a
concentracion 2x y BAP 1 mg - L de medio
de cultivo — filtrado en concentracion 4x

Rev.Fac.Nal.Agr.Medellin.Vol.60,No.2.p.3923-3937.2007
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(Figura 2). Aunque no se presento la for-
macién de brotes de vastagos, en ambos
casos y al contrario de lo que ocurrié en
todos los demas tratamientos, se observé
la formacién de callo en los explantes. El

90
80
70 +
60 -
50 -
40+
30 +

20 'S
10 ¢

Explantes vivos (%0)

callo de color traslicido o pardo, se
origino en las zonas de corte del explante
y su desarrollo fue mayor en el trata-
miento con mayor concentracién relativa
de filtrado fitotdxico (4x).

== BAP 0
=l BAP 1
== BAP 2
—8— BAP 3

FO F2x

Concetracion de filtrado

Figura 6. Sobrevivencia de los explantes de tomate de arbol sometidos a los
diferentes tratamientos BAP x Filtrado, después de 45 dias de crecimiento.

Una vez obtenidos los regenerantes,
estos se retiraron de los medios de
cultivo selectivos y no selectivos y se
sembraron sobre el mismo medio de
cultivo basal, con una concentracion de
BAP de 2 mg - L, sin filtrado fitotéxico y

bajo las mismas condiciones am-
bientales. Después de aproximada-
mente 45 dias los mismos habian
producido suficiente ramificacion para
permitir su multiplicacion /in vitro
(Figura 7).

2006 1 30

Figura 7. Regenerantes obtenidos en el proceso de seleccion /n vitro de tomate de

arbol, a las ocho semanas de crecimiento.
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Los regenerantes obtenidos se transfi-
rieron al proceso de multiplicacion para su
clonacion y posterior evaluacion en inver-
nadero y transferencia a campo.

DISCUSION

La obtencion de lineas resistentes a enfer-
medades a través del proceso de seleccién
in vitro utilizando filtrados de cultivo de
patégenos, toxinas o elicitores ha sido
exitosa en banano, clavel, uva, fresa y
trigo (Svanova y Lebeda, 2005).

Una condicion esencial en el procedimien-
to es la utilizacion de un agente de se-
leccién adecuado, que para el caso de re-
sistencia a enfermedades pueden ser: el
patoégeno, sus filtrados crudos o sus toxi-
nas purificadas. Una vez elegido el agente
de seleccibn mas apto, el siguiente paso
es establecer un protocolo de regenera-
cion que permita la obtencién de plantu-
las a un nivel eficiente y que garantice
repetibilidad.

Los filtrados crudos de C acutatum ob-
tenidos en esta investigacibn mostraron
su actividad fitotoxica cuando se utilizaron
como agentes de seleccidon /n vitro.
Aunque es dificil definir con precisiéon la
causa de la fitotoxicidad, es probable que
la misma se deba en parte a la presencia
en los filtrados de enzimas tipo pectinasas
(Patino et al, 2006). El alto grado de
toxicidad de los filtrados obtenidos puede
valorarse a partir de los siguientes re-
sultados (Figuras 3 y 4): mientras el tra-
tamiento con BAP en concentracion de 3
mg - Ly sin adicién de filtrado produjo 2,7
brotes por explante, ninguno de los
tratamientos con adicién de BAP en la
misma concentracién pero en los

3932
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cuales se adicion6 filtrado en concen-
traciéon 2x y 4x produjo regenerante
alguno. Igualmente, el ndmero de
brotes mas alto obtenido para la com-
binacion BAP-filtrado fue el corres-
pondiente al tratamiento BAP 2 mg - L
ademas del filtrado 2x, con 0,2526
brotes/explante, valor 14 veces mas bajo
gue el correspondiente al obtenido con el
tratamiento BAP 1 mg - L sin filtrado.

La fitotoxicidad de los filtrados utilizados
se observd en la oxidacion de los ex-
plantes sometidos a su accion, los cuales
se tornaron de color pardo y posterior-
mente se necrosaron en toda su exten-
sion.

Un aspecto importante se evidencio con la
adicién de citocinina (BAP) al medio de
cultivo contrarresté los efectos fitotoxicos
del filtrado. Esta observaciéon respalda el
ya conocido papel de las citocininas en las
respuestas de las plantas al estrés am-
biental. Varios estudios han demostrado
que el nivel enddégeno de citocininas
decrece cuando las plantas estan bajo la
accién de algun factor de stress (Hare,
Cress y Staden, 1997). Durante el cultivo
de tejidos, las células individuales o los
tejidos de los explantes se desdiferencian
y luego se rediferencian nuevamente
dando origen a nuevos tejidos. Esta
reprogramaciéon del genoma infringe a
las células y/o tejidos una serie de
experiencias traumaticas (Madlung y
Comai, 2004), ademas, teniendo en
cuenta que en los cultivo de tejidos, los
explantes estan expuestos a diferentes
condiciones de tension (desequilibrios
osmoticos, lesiones causadas en el aisla-
miento de los tejidos de los explantes,
niveles y calidades atmosféricas anorma-
les, etc), se puede preveer que los mismos
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presentan una alteracién en sus niveles de
citocininas y posiblemente otros regula-
dores.

En este estudio, la adicién de BAP en con-
centracion de 1 mg - L disminuy6 notable-
mente los procesos de oxidacion y el con-
secuente necrosamiento de los explantes
debidos a la accién fitotoxica del filtrado.
Mientras el 69,8% y el 77,63% de los
explantes murieron al cabo de 45 dias de
cultivo en medio sin citocinina y con
fitrado a concentracién 2x y 4x, respec-
tivamente, la tasa de mortalidad en los me-
dios con BAP 1 mg - Ly filtrado a concen-
tracion 2x y 4x fue del 39,78% y del
37,03%, correspondientemente (Figura 5).

Después de 45 dias de cultivo, la mayor
parte de los explantes sembrados en
medios con citocinina (especialmente a
concentracion de 1 mg - L de BAP) per-
manecieron verdes e incrementaron su
tamano notablemente. Estos efectos pro-
bablemente estén relacionados con la
capacidad de las citocininas para promover
la diferenciacion de cloroplastos, retrasar la
senescencia foliar y coadyuvar en los
procesos de division celular (Haberer y
Kieber, 2002; Carimi et a/, 2003).

También es interesante mencionar que
cuando las concentraciones de BAP se
incrementaron a 2 0 3 mg - L, las tasas de
supervivencia de los explantes sometidos a
la accién de los filtrados no fue muy
diferente de la del testigo sin citocinina y
con filtrado a la mas alta concentracién
4x. Con las combinaciones BAP2 mg+ L +
FAx y BAP 3 mg - L + F4x se presentaron
tasas de mortalidad de 79,16% y 73,86%,
las cuales no difieren mucho de la del
testigo que correspondié a 77,73%. Igual-
mente, aunque en algunos casos los
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explantes conservaron su color verde,
estos no incrementaron en tamano al
contrario de lo que ocurri6 con el tra-
tamiento BAP 1 mg - L con o sin filtrado.
Estos resultados podrian interpretarse a la
luz de recientes descubrimientos en la
accién de las citocininas, particularmente
del BAP sobre cultivos celulares.

Carimi et al. (2003) encontraron que en
cultivos de células proliferativas de
Arabidopsis thaliana y zanahoria, la
aplicacién de 4 uM (0,92 mg - L) de BAP al
medio de cultivo no tuvo efectos sobre la
tasa de crecimiento celular; sin embargo,
cuando la hormona se aplicé a niveles de
13uM (2,98 mg - L) 0 27 uM (6,2 mg - L)
el crecimiento celular se redujo en un 30%
y un 18% respectivamente, para el caso
de las células de zanahoria. En A. thaliana
la reduccion del crecimiento celular se
produjo sélo a concentracion de 27 uM de
BAP, siendo 39% menor que la del
control. Estos resultados posiblemente
podrian explicar el hecho de que las
concentraciones mas altas de BAP (13uM
y 27 uM) produjeron fragmentacién del
ADN nuclear en las células de zanahoria,
una etiqueta de muerte celular pro-
gramada. Este mismo efecto fue ob-
servado en las células de A. thaliana
tratadas con 27 uM de BAP. Pruebas
adicionales para demostrar la apoptosis
como la tincion con DAPI para probar la
condensacién localizada de la croma-
tina y la liberacion de citocromo C en
las fracciones mitocondriales y cito-
sélicas dejaron en claro que altas
concentraciones de BAP pueden inducir
en las células de =zanahoria y A
thaliana muerte celular programada,
probablemente como resultado de
aceleracion de la senescencia de los
tejidos (Carimi et a/, 2003).
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De otra parte, la adicion de BAP a los
medios de cultivo sin filtrado produjo la
organogénesis de novo de brotes de
vastagos después de seis semanas de la
siembra, respuesta tipica para esta clase
de hormona. La mejor respuesta se
observé con 1 mg - L con la cual se ob-
tuvieron 3,55 brotes/explante. Esta con-
centracion hormonal esta de acuerdo con
la reportada como la mas adecuada para
organogénesis a partir de segmentos
foliares de tomate de arbol por Atkinson y
Gardner (1993), quienes utilizaron 1 mg -
L de BAP mas 0,01 mg - L de NAA para
obtener brotes de vastago a partir de
segmentos de hoja y de peciolos. La
respuesta organogénica en el estudio de
estos autores se present6 entre las cuatro
y seis semanas de iniciado el cultivo.
Obando y Jordan (2001) y Obando et al.
(1992), establecieron que la mejor res-
puesta organogénica se obtuvo cuando
los explantes foliares se sembraron sobre
medio suplementado con TDZ en con-
centraciones de 5 a 10 mg - L, sin
embargo para fines practicos, la mejor
opcién es el BAP debido al menor costo
de la fitohormona. Como en el caso
anterior, la respuesta se obtuvo después
de cuatro a cinco semanas de cultivo.

Un suceso inesperado en el presente
estudio es el que cuando se utilizaron las
combinaciones BAP 1 mg - L + F2x y BAP
1 mg - L + F4x, se observé la formacion
de callo friable y de color traslicido o
ligeramente café en los bordes de los
explantes, hecho éste especialmente evi-
dente en el ultimo caso (Figura 2). Se
consideran como puntos clave en el
proceso organogénico ya que se ha
demostrado que las heridas promuevan la
actividad enddgena de citocininas (Hare,
Cress y Staden, 1997). Es bien conocido
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gue la proporcién citocinina a auxina
determina el destino de las células sobre
las cuales actian; cuando la concentracidon
de citocininas es mayor que la de las
auxinas, la respuesta normalmente es la
formacion del vastago y cuando la re-
lacion es contraria se promueve la for-
macién de novo de raices.

Se ha demostrado recientemente que los
hongos del género Colletotrichum son ca-
paces de sintetizar la auxina Aacido
indolacético (AlA). Robinson, Riov y
Sharon (1998) comprobaron que dife-
rentes cepas de C gloeosporioides f. sp.
aeschynomene, C. coccodes, C. acutatum
y C lindemuthianum son capaces de
biosintetizar AIA /n vitro, en cantidades
que varian entre 2 y 32 ug - mL de cultivo
liquido. La tasa de sintesis del compuesto
hormonal fue dependiente de la presencia
y cantidad de triptofano adicionada a los
medios de cultivo y también del tipo de
medio de cultivo utilizado.

Chung et al. (2003) lograron los mismos
resultados en un estudio con varias cepas
de C acutatum. Utilizando analisis croma-
tograficos y tinciones cromogénicas, iden-
tificaron en filtrados de cultivo del paté-
geno, AlA, triptofol (TOL), indol-acetal-
dehido, indol-acetamida (IAM), &cido
indol-piravico, y acido indol-lactico. Toma-
dos juntos, estos estudios sugieren que los
hongos del género Colletotrichum pueden
sintetizar AIA a través de varias rutas y de
manera dependiente de triptofano: la ruta
del IAM y la ruta del acido indol-pirtvico
(Robinson, Riov y Sahron, 1998; Chung et
al, 2003). La importancia de la
produccién de AlIA en una interaccién pa-
togénica particular es que altas concen-
traciones de AIA pueden inhibir la
respuesta hipersensible y pueden suprimir
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la expresidon de genes de defensa vegetal
(Maor et al,, 2004).

Maor et al (2004), demostraron ademas
que C gloeosporioides f. sp. aeschyno-
mene es capaz de sintetizar AIA e IAM en la
planta durante las fases biotréfica y necro-
trofica de la infeccion de Aeschynomene
virginica, siendo la produccién mas alta
durante la primera fase. La tasa de bio-
sintesis fue de nuevo dependiente del
suplemento de triptofano externo, proba-
blemente obtenido a partir de los mismos
tejidos de la planta infectada.

Siendo este el caso, es probable que las
respuestas de formacién de callo ob-
tenidas en el presente estudio obedez-
can a que el filtrado crudo utilizado
contuviera algun nivel de AIA que al
interactuar con el BAP produjera las
respuestas observadas. Ensayos previos
hechos en el mismo laboratorio,donde
se realizd este trabajo, utilizando tia-
bendazole (TDZ) (0,4 mg - L) en lugar
de BAP y con el mismo medio basal
probaron que la adicion de filtrado
crudo en concentracion relativa 2x y 4x
a medios conteniendo TDZ producia
después de un mes de cultivo, la
formacion de callo en el 66,67% y en el
82,86% de los explantes, respectiva-
mente. El testigo sin filtrado produjo
callo en el 40% de los explantes. Los
porcentajes de formacién de callo en
los tratamientos correspondientes a la
adicion de BAP (2 mg - L) fueron 31,4%,
43,6% y 3,33% para los tratamientos con
filtrado a concentraciéon 2x, 4x y sin fil-
trado, respectivamente. En todos los
casos, los callos obtenidos con los trata-
mientos con TDZ fueron muy superiores
en tamano a los correspondientes con
BAP.
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Orlando et a/. (1997) encontraron que la
adicion de enzimas con actividad pec-
tinasa (poligalacturonasa) provenientes
de filtrados de cultivo de Rhizoctonia
fragariae'y Botrytis cinerea a un medio de
cultivo para la regeneraciéon de vastagos
de frambuesa, produjo somaclones presu-
miblemente con base genética, que se
mostraron resistentes a la enfermedad de
la pudricién suave.

Dado que es reconocido que los oligo-
sacaridos originados por la degrada-
cién de la pared celular pueden ori-
ginar /n planta respuestas de defensa.
Orlando, Magro y Tugini (1997) plan-
tean la posibilidad de que la seleccién
in vitro con pectinasas produzca en las
células del explante sometidas a la
seleccién, un incremento en el con-
tenido de fenoles con actividad antimi-
crobiana. Tal alteracion del metabo-
lismo podria tener ademdas base
genética la cual puede transmitirse a la
progenie de las plantas regeneradas.
De hecho, evaluaciones hechas /n vivo
por los mismos autores, muestran que
las plantas regeneradas a partir de los
somaclones y sus progenies fueron
resistentes a la enfermedad cuando se
asperjaron con esporas de B. cinerea.
Igualmente, ensayos en los que se
inocularon las raices de las plantas
control con micelio de R fragariae
mostraron sintomas distintivos tales
como: vigor reducido y hojas con
bordes marron o completamente
muertas, por el contrario, los soma-
clones regenerados de callos resistentes
a las pectinasas mostraron una alta
tolerancia a la enfermedad y crecieron
casi tan normalmente como las plantas
no tratadas (Orlando, Magro y Rugini,
1997).
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En resumen, la metodologia utilizada
demostr6 su utilidad para la obtencién y
regeneracion de plantulas de tomate de
arbol con tolerancia a la accién del filtrado
fitotdxico. Aqui se probd que la utilizacién
de filtrados crudos de C acutatum como
agentes de seleccion /in vitro para la
obtencién de material de tomate de arbol
resistente o tolerante a la antracnosis es
un método rapido, eficaz y seguro que
permitiria la obtencién de plantas con
resistencia a enfermedades.
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