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RESUMEN

Se ha analizado la capacidad de regeneracién in vifro de tres cultivares de patata, Nagore, Désirée y Superior,
con el fin de utilizarlos en transformacién genética mediante Agrobacterium fumefaciens. Para incrementar la efi-
cacia del método de transformacién se han probado diferentes tipos de explantes como hojas, discos de tubéreu-
lo y discos de microtubéreulo, junto con medios de regeneracién que diferian en su composicién hormonal. Se
han determinado los pardmetros: mimero de callos inducidos, niimero de brotes y plantulas regeneradas para cada
tipo de explante, medio de regeneracion y cultivar. De los tres tipos de explante utilizados, las hojas proporcio-
naron las mayores tasas de regeneracién, empleando un medio de cultivo con las sales de MS, glucosa (30 g/1),
dcido naflalen acético (0,02 mg/l), ribésido de zeatina (2 mg/l) y 4cido giberélico (0,02 mg/l). Con explantes de
tubérculo y microtubérculo se obtuvieron las mayores tasas de regeneracion en un medio MS con sacarosa (30
g/l), icido indolacético (0,5 mg/l) y ribésido de zeatina (3,5 mg/l). De los resultados obtenidos se recomienda el
uso de explantes de hoja como material de partida para experimentos de transformacién con estos cultivares de
Solanum tuberosum L.
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INTRODUCCION

Una de las vias posibles para aumentar la eficacia de los métodos de transformacion
genética mediante Agrobacterium tumefaciens es la optimizacion de la capacidad de rege-
neracion de plantulas normales. Aunque las células vegetales son totipotentes y poseen la
capacidad de diferenciarse, algunos tejidos celulares son més ficilmente inducidos a for-
mar nuevas plantas. Las condiciones necesarias para una regeneracién eficiente varian
entre células de la planta y tejidos asi como entre especies y cultivares. La formacion de
brotes y raices depende de la planta y del tipo de tejido asi como de la composicion del
medio de cultivo incluyendo las hormonas presentes en el mismo (Hockema e al., 1989).
Por ofra parte, durante el cultivo del tejido, las células pueden acumular aberraciones cro-
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mosémicas como variaciones en el nimero de cromosomas, translocaciones y mutaciones
(Lee, Philips, 1988). Estas variaciones genotipicas pueden producir cambios fenotipicos
englobados dentro de lo que se denomina variacion somaclonal.

Se han regencrado plantas de patata (Solanum tuberosum L.) de cultivares comercia-
les, a partir de diferentes explantes: segmentos de tallo y hojas desarrolladas in vifro (Visser
et al., 1989), discos de tubérculo (Sheerman, Bevan, 1988, Ishige ef al., 1991) y discos de
microtubérculo (Snyder, Belknap, 1993). La regeneracion a partir de estos dos 1iltimos
tipos de cxplante evitan la fase intermedia de callo lo que posibilita disminuir el riesgo de
variacion somaclonal. No obstante, otro factor determinante es la obtencion de un gran
numero de regenerantes en un tiempo reducido, optimizando el medio de cultivo para cada
explante, asi como la determinacion del tipo de explante que mejor responde a un amplio
rango de cultivares. De esta forma, se incrementara la eficiencia del proceso.

Dentro de este contexto, el objetivo de este trabajo ha sido la eleccion del tipo de
explante y medio de regeneracion més adecuado en tres cultivares de patata susceptibles de
ser transformados genéticamente mediante Agrobacterium tumefaciens.

MATERIAL Y METODOS
Material vegetal y medios de cultivo

Se utilizaron tres cultivares de patata (Solanum tuberosum L.): Nagore, Désirée y
Superior, y tres tipos de explantes: discos de tubérculo, discos de microtubéreulo y hojas
enteras procedente de material in vitro.

Para la produccion de microplantulas, los brotes de patata se cultivaron rutinariamente
cada 3-4 semanas, por subcultivo continuado de nodos caulinares con una yema axilar y una
hoja en 10 ml de medio de propagacion (Tabla 1). Al cabo de este tiempo a 23° C, 16 h de
fotoperiodo y 34 pEEm2 s-1 de flujo fotonico, se obtuvieron plantulas de al menos siete nudos
y hojas adecuadas para la regeneracion.

La produccion de microtubéreulos comprendié una primera fase de elongacion similar
a la de obtencion de microplantulas salvo que se utilizaron tarros de 0,5 1 con 30 ml de
medio de propagacion y una densidad de 15 esquejes por tarro. Después de tres semanas,
los cultivos se transfirieron a 50 ml de medio liquido de tuberizacion (Tabla 1) sin agita-
cion y en oscuridad total. Al término de esta fase que dur6 en torno a los 30 dias, las micro-
plintulas portaban en las axilas de las hojas los microtubérculos.

Renegeracion de plantas

Los explantes de hojas se transfirieron a los medios de regeneracion M1 (Keil ef al.,
1989) modificado con 30 g/l de glucosa y M2 (Tabla 1), preparados en placas Petri y soli-
dificados con agar al 0,8 p. 100 (p/v) a razon de 10 explantes por placa. Estos fueron sella-
dos y subcultivados cada 10 dias.

Los tubérculos se pelaron y esterilizaron en hipoclorito de sodio al 15 p. 100 durante
15 min cortandolos en discos de aproximadamente 10 mm de didmetro y 1 mm de grosor.
Se dispusieron en placas Petri con los medios M1 y M2 a razén de 10 discos por placa con
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la misma frecuencia de subcultivo que los cxplantes de hoja. Los brotes obtenidos en los
diferentes medios se transfirieron separadamente para su enraizamicnto al medio de pro-
pagacion.

TABLA 1

COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS EN LA
PROPAGACION, PRODUCCION DE MICROTUBERCULOS Y REGENERACION

Composition of the culture medium utilized in the propagation, microtuber production

and regeneration
- : i Regeneracion
Sk (0] (1] Microtuberizacion
Composicién ke 8::3?;)“ " R ?];]g;l; = (mg/l)
M1
Sales MS MS/2 MS MS
Glucosa — -— 30.000
Sacarosa 30.000 80.000 — 30.000
Inositol 200 100 100 100
Tiamina 0,2 0,2 0,1 2.5
Piridoxina 1 L 0,5 12,5
Acido nicotinico 1 1 0,5 12,5
Acido félico — — — 0,5
Biotina — — — 0,05
Glycina 2 2 2 50
AlA 0,5 — — 0,5
NAA — 0,02 —
R - — 2 3,5
AG3 — — 0,02 —
Kinetina 0,2 2,5 — —

pH 5,6; 0,8% agar

AIA: 4cido indol acético; NAA: 4cido -naflalenacético; ZR: rihdsido de zeatina; AG3: 4cido giberélico. MS
(Murashige y Skoog, 1962).

Se analizo la capacidad de regeneracion de cultivo de los tres cultivares de patata a par-
tir de la cuarta semana segin un disefio completamente aleatorizado con cuatro repeticio-
nes de 10 explantes cada una. Los tratamientos aplicados fueron los medios de regenera-
cién —M1 y M2—y los tres tipos de explante —hojas in vifro, tubérculos y microtubér-
culos—. La separacion de medias se realizé mediante el test Waller-Duncan, empleando
para el andlisis de los datos el paquete estadistico SAS (SAS, 1988). Previamentc, ¢stos
fueron transformados si su distribucion no s¢ ajustaba a una normal.

RESULTADOS Y DISCUSION

La aparicion de callos comenzo un mes después de la puesta en cultivo de los explan-
tes de hoja. Estos se iniciaron en la base del peciolo y fucron avanzando hacia el limbo de
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las hojas. El nimero medio de callos por explante obtenido con cada medio y cultivar se

indica en la Figura 1. Se observa que el medio M| fue mas favorable a la induccion de

callos en los tres genotipos, destacando el cv. Désirée. Tl analisis de varianza relativo a este

parametro solo se realizé para el explante de hoja ya que los discos de tubérculo y micro-
tubérculo no pasan por el estadio de callo. Los resultados de este analisis mostraron un
efecto altamente significativo del medio de cultivo (Tabla 2). Asimismo, s¢ observo que la

interaccién medio-cultivar no fue significativa.

N.° medio callos-explante

Medio de regeneracion

[ NAGORE
[ DESIREE
SUPERIOR

Fig. 1.-Niimero medio de callos por explante obtenidos por cultivar y medio de regeneracion
Average number of callus obfained per cultivar and regeneration medium

En el explante de hoja la aparicién de brotes tuvo lugar en torno a la semana sexta de
cultivo. En los discos de tubérculos y microtubérculos su aparicion se produjo hacia la
cuarta semana. La evolucion en la aparicion de brotes en funcion del tiempo para los tres
tipos de explante y los tres cultivares mostrd siguié una curva con tres fases independien-
tes del tipo de explante y del medio de cultivo. Una primera fase que se extendio hasta las
dos o tres semanas desde la aparicion del primer brote, alcanzando un méximo hacia la ter-
cera y cuarta semanasg, tras las cuales se inicié una fase de reduccion de brotes hasta la
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semana s¢ptima. El cv. Superior no indujo a brotes en ningin medio de regeneracion a par-
tir de discos de tubérculo y microtubérculo.

TABLA 2

ANOVA DEL NUMERO DE CALLOS POR EXPLANTE OBTENIDOS EN CADA
CULTIVAR Y MEDIO DE REGENERACION

ANOVA of the callus number by explant obtained in each cultivar and regeneration

medium
Fte. de variacién gl CcM
Total 23
Cultivar . 2 0,0082n.s.
Medio 1 0,2900%*
Cultivar x medio 2 0,0007n.s.
Error 18 0,0780

#* Significativo al nivel de probabilidad del 0,01; n.s.: no significativo.

De esta forma, y con el explante hoja se obtuvieron los primeros brotes, para el cv.
Désirée, a las scis semanas de su puesta en cultivo. Los resultados del analisis de varianza
bifactorial relativos al mimero medio de brotes y pléntulas mostraron un efecto significati-
vo para los medios de regeneracion y tipos de explante en los tres cultivares (Tabla 3). La
Tabla 4 mucstra la separacion de medias del nimero dc brotes y plantulas obtenidas en los
tres cultivares y tres explantes con los dos medios de regeneracién empleados. Se observan
unos valores mas altos para ambos parmetros en M1 con hojas, no existiendo diferencias
significativas en ¢l mimero de plantulas enraizadas entre estc explante y discos de tubércu-
lo para el cv. Nagore en el medio de regeneracion M2.

TABLA 3

ANOVA DEL NUMERO DE BROTES Y PLANTULAS PRODUCIDOS POR
EXPLANTE Y MEDIO DE CULTIVO

ANOVA of shoots number and plantlets produced by explant and culture medium

Nagore Désirée Superior
Fuente de N.° de N.° de N.° de N.° de N.° de N.° de
variacién brotes plantulas brotes plintulas brotes plantulas
l\iEl]iD % EZ 3 FEE e 2 EEkE FF&
Exlllaﬂte k% % L FEk k& FEE
MXE ko * i & % %

* Nivel de significacion del 0,05.
** Nivel de significacion del 0,01.
**% Nivel de significacién del 0,001.
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TABLA 4
NUMERO MEDIO DE BROTES Y PLANTULAS OBTENIDAS POR CULTIVAR,
EXPLANTE Y MEDIO DE REGENERACION (M1 Y M2)

Average number of shoots and plantlets obtained by cultivar, explant and regeneration
medium (M1 and M2)

Niimero medio de Nilmero medio de
Cultivar Explante brotes-explante plantulas-explante
M1 M2 M1 M2
hoja 6,85 al A2 273bB 6,25aA 2,50bB
Désirée tubérculo 1,20b B 292aA 1,OOb B 2,80a A
microtubérculo 0,80cB 1,70 c A 0,80cB 1,5s0cA
hoja 6,80aA 3,16aB 6,50a A 3,00aB
Nagore tubérculo 1,L30b B 290bA LLOObB 280aA
microtubéreulo 0,50cB 1,20c A 0,30cB [,OObA
hoja 520aA 3,20aB 4,75a A 300aB
Superior tubérculo 0,00 b A 0,00 bA 0,00b A 0,00 b A
microtubérculo 0,00b A 0,00bA 0,00b A 0,00 b A

! Separacién de medias por Waller-Duncan (0,01) entre explantes (mintsculas).
2 Separacion de medias por Waller-Duncan (0,01) entre medios de cultivo M1 y M2 (maytisculas).

La interaccion explante-medio se refleja con la obtencién de un mayor niimero medio
de brotes en medio M1 para las hojas y en medio M2 para los discos de tubérculo y micro-
tubérculo en los cvs. Désirée y Nagore. A partir de discos de tubérculo estos dos ¢vs. mos-
traron un comportamiento similar, siendo algo superior con microtubéreulos para el prime-
ro. El cultivar Superior no produjo brotes con ninguno de estos dos tipos de explante. Dale,
Hampson (1995) reflejan la influencia del genotipo en la regencracion dependiendo del
explante, en 34 cultivares de patata de los que 17 no indujeron a brotes a partir de discos
de tubcrculo. Las eficiencias de regeneracion para el cv. Désirée a partir de hoja fueron las
mas clevadas, al igual que las obtenidas en el presente trabajo.

En cuanto al nimero medio de plantulas enraizadas (Tabla 4) se observaron unos resul-
tados similares con el explante hoja al obtenido con el mimero de brotes, con unas eficien-
cias mayores cuando se¢ empled el medio M1 de regeneracion. Asimismo, ¢l nimero de
plantulas en medio M2 fue significativamente mayor que en M1 cuando se emplcaron
como explantes tubérculos y microtubéreulos para los cvs. Désirée y Nagore.

Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden, para discos de tubéreulo, con los de
Stickema et al. (1988), Snyder, Belknap (1993) al utilizar como fuente de citoquinina en el
medio de regeneracion ribosido de zeatina. Sin embargo, ellos afiaden una capa de suspen-
siones celulares de los cultivares que emplean para facilitar la fase de induccién, lo que se
traduce en un método més laborioso. Asimismo, Tavazza et al. (1988) a partir de discos
foliares realizan una preincubacion de dos dias en una suspension celular, antes de pasar al
medio de regeneracion. El tiempo desde la puesta en cultivo de los discos hasta la apari-
cion de los primeros brotes se situé en nuestro caso en torno a las cuatro semanas, similar
al descrito por estos autores.
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La concentracion de ribosido de zeatina empleada en este trabajo a partir de explantes de
hoja fue menor (2 mg/l) a la de discos de tubérculo (3,5 mg/l). De Block (1988) utiliza una con-
centracion inferior (1 mg/l) pero aumenta la de écido naftalen acético (0,1 mg/1) frente a los 0,02
mg/l aqui descritos. Park ef al. (1995) afiade concentraciones més elevadas de ribosido de zea-
tina (4 mg/l) y emplea 4cido indol acético en vez de 4cido naftalén acético. Otros autores
(Figueira-Filho ef al,, 1994) utilizan un medio de induccién de callos previo al medio de induc-
cion de brotes conteniendo 2 mg/l de benzil amino purina y 5 mg/l de écido giberélico.

De los resultados obtenidos en ¢l presente trabajo se desprende la ventaja de la utiliza-
cion de hojas como explante primario para la regeneracion, asociada a un Unico medio de
cultivo M1. A partir de discos de tubérculo y microtubéreulo el medio més favorable fue el
M2 aunque se obtuve un menor nimero de pléntulas.

Con la metodologia empleada, los tiempos y tasas de regeneracion son equiparables a
los descritos por otros autores (Dale, Hampson, 1995) pero supone un avance en la simpli-
ficacién del proceso, al reducir el nimero de manipulaciones, evitando la necesidad de cul-
tivos nodriza o fases de preinduccion y empleando, ademas un tinico medio de induccion
de callos y regeneracion. Lsto constituye el primer paso en ¢l conocimiento de la capaci-
dad morfogenética de estos cultivares para ser empleados en procesos de transformacion
genética via Agrobacterium tumefaciens.
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SUMMARY

Evaluation of regeneration ability in Solanum tuberosum L.

In vitro regeneration of potato cvs. Nagore, Desirée and Superior was analyzed to be used for genetic transfor-
mation mediated by Agrobacterium tumefaciens. Different explants such as leaves, tubers and microtubers and dif-
ferent regeneration media differing in their hormonal composition were tested to increase the efficiency of the pro-
cess. Callus induction rates, number of shoots and number of regenerated plants were determined for each explant,
culture medium and eultivar. Leaves were the best explants according to the observed regeneration rate, using an MS
media containing glucose (30 g/1), naftalen acetic acid (0.02 mg/l), zeatin riboside (2 mg/l) and gibberellic acid (0.02
mg/l). Tuber and microtuber explants reached higher regeneration rates in an MS medium with sucrose (30 g/l), indo-
lacetic acid (0.5 mg/l) and zeatin riboside (3.5 mg/l). The obtained results suggest the use of leaf explants for trans-
formation with the three cultivars tested.
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Regeneration
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