Callogénesis embriogénica en hojas inmaduras de $acinchi (Plukenetia volubilisL.)
Juan C. GUERRERO', Reynaldo SOLIS, Henrry RUIZ *, Maria E. RUIZ ?, Danter
CACHIQUE*

1 Programa PROBOSQUES, Instituto de Investigacionéa denazonia Peruana, San Martin, Pera.
2Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales, Fazlile Ciencias Agrarias, Universidad Nacional deMsarin-T, Perd;

Lic.querrero.abad@usp.br, *dcachigue@gmail.com?mariemiliaruizdir@hotmail.com , *rsolisleyva@yahoo.com.pe
Thenryproyecto@gmail.com

Resumen

Con el propésito de inducir callo embriogénico enhsainchi Plukenetia volubilis L.), se estudié el efecto de cinco
concentraciones hormonales de thidiazuron bajodifesentes periodos de induccion en hojas inmaddeasacha inchi. El

empleo de 0,005 mg/L de thidiazurdn bajo siete diasndiciones de oscuridad generd callo embricgémile garantiza la

diferenciacion del primer estadio globular. Asimisse manifesté callo no embriogénico de consiséetreimosa, cristalina,

delgada e irregular. La rizogénesis como produetdadorganogénesis indirecta en hojas inmadurasifizede las mas

importantes observaciones durante el trabajo destigacion.

Abstract

The present work had as objective to induce emtanyiogeallus in sacha inchiPlukenetia volubilis 1), we studied the effect
of five thidiazuron hormone concentrations in thdéféerent periods of induction in immature leawsacha inchi. The use
of 0.005 mg /L of thidiazurén under seven days afkdconditions let usobtain embryogenic callust thaaranteethe
differentiation of first globular stage. We alsosebved no embryogenic callus that was creamy, altiyst, thin and
irregular. The rhizogenesis as a result of indiredanogenesis in immature leaves was one of thst fimeportant
observationsduring the research.

INTRODUCCION

Plukenetia volubilisL., durante estos Ultimos afios viene recobrandooitapcia en el desarrollo de
investigacién basica como parte del proceso de siicaeion, que involucra la mejora genética de speeie
mediante técnicas modernas y convencionales. Etapde sus acidos grasos esenciales insaturgdosrtiega
(3, 6 y 9) ha hecho que se califique como una éspEutencial para la agroindustria y por tanto ipainio
nacional. Sin embargo existe la necesidad de d#lsaradn mas investigacion basica y aplicada adén
desarrollar procesos que faculten el desarrolladespecie como cultivo. El cultivo de tejidos viadgs como
herramienta biotecnolégica contribuye la facilitacide procesos modernos de mejora vegetal, esiagmel
presente trabajo de investigacion se busca detaerrama metodologia para lograr callogénesis eménicg a
partir de hojas inmaduras, como proceso inicidadembriogénesis somatica.

MATERIALES Y METODOS

Material Genético. Se emplearon explantes de hoja inmadura de 25r@f6desinfetados por inmersion con
alcohol etilico a 70° bajo tres segundos continyaatauna desinfeccién con 0.5 % de NaOCI por uverimedio
de diez minutos.

Medio de Cultivo. El estudio consistio en la evaluacion de 12 traatos con diferentes combinaciones de dos
factores [Thidiazur6i(0.000, 0.003, 0.005, 0.008, 0.010 mg/L) — periad®induccion (5, 7, 10 dias)]. El medio
de cultivo base estaba constituido por los compsasinerales M&S (1962) suplementado con vitamiDidgV
(1984), 2.0 mg/L de 2,4-D, 2.0 g/L phytagel ajustadun pH=5.75. Se inocularon 04 explantes endsade 07
onz. que contenian 15 ml de medio de cultivo. 8akin en condiciones oscuras a una T°=24°C + lupan
humedad relativa de 46%. Al término del periodarakiccion, los explantes fueron trasferidos e iaclds en
oscuridad por un periodo de 06 dias a un mediorel@nsiento secundario de callos (MCSC) constityido
compuestos minerales M&S (1962) suplementado ctaminas Gamborg (1966), 20.0 g/L de glucosa, 2.0
mg/L de 2,4-D, 0.14 mg/L de kinetina, 50 ml/L deuagle coco y 2.2 g/L de phytagel, todo esto ajostadn

pH = 5.78. Sub cultivhndose nuevamente duranteeniogo de 14 dias de oscuridad y luego expuestosgma
intensidad luminosa de 700 lux, sobre un medio Wévo de desarrollo embrionario (MDE) constituigor
sales minerales y vitaminas M&S (1962), suplementazh 1.0 mg/L de &cido nicotinico, 2.0 mg/L deriiaa-
HCI, 2.0 mg/L de glicina, 100.0 mg/L de myo-inositbg/L de glucosa, 30.0 g/L de sacarosa, 2.0 g/catbdn
activado y 2.0 g/L de phytagel, todo esto ajustado pH = 5,76.

RESULTADOS Y DISCUSION

El porcentaje de induccion de callos evaluado®dog los tratamientos demuestra que a los 9 dialdecion
existe un 100% de reactividad callogénica, asimisimmeso de callo fresco demuestra que existe anangia
de callo promedio en 3.86 a 4.99 mg/dia evidendsadina alta tasa de multiplicacion celular. Laiajgm de



estadios globulares pro-embrionarios de sacha sgchianifestaron en los tratamientos T2(0.000md/Ldtas),
T4(0.005mg/L — 7 dias), T9(0.008mg/L — 10 dias) 30(D.01mg/l — 5 dias), y la conformacion del primer
estadio embrionario (estadio globular) se manifest&| tratamiento T4 (0.005mg/l — 7 dias). La &igén de
thidiazuron del grupo de las fenilureas resultetemerto comportamiento durante la diferenciacélular, por
comportarse mayoritariamente como una citoquinina megula el comportamiento hormonal en las células
(George & Sherringthon, 1984; Zhijiah al, 1998).

Figura 1. A-F: A (10X). Hoja inmadura con 05 dias de induccion con cregitoi internerval. B
(20X); Meristemoides expresados en organogénesisegia (rhizogénesis); C (80X). Callo con
estructuras globulares pre-embrionarias en conwisiooscuras; D (50X). Callo compacto no
embriogénico con 20 dias de incubado en el (MDEEX). Proembroides globulares pigmentados
(expuestos a luz) a los 30 dias de incubado eMBIE]; F (80X). Proembrioides globulares con
embroides en estadio globular a los 40 dias debatm en el (MDE). Rh1l = rhizogénesis indirecta,
Cp1 = celo proembrionario cristalino, Cp2 = callo proembgao pigmentado, Eqg = estadio globt

Cabe mencionar que durante el proceso de inducigdnallos se identificaron callos no embriogénides
consistencia cremosa y cristalina delgada e iregguh rizogénesis como producto de la organoggmedirecta
en las hojas inmaduras fue una de las mas impestahtservaciones en este trabajo de investigacion.
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