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Resumen

Debido a la alta variabilidad en la produccion de vitamina C en Myrciaria dubia "camu camu"”, es necesario
establecer procedimientos biotecnoldgicos para la propagacion clonal masiva de genotipos promisorios de esta
especie. El objetivo fue establecer un método eficiente para inducir la formacién de callos in vitro a partir de
explantes de M. dubia. Los explantes de hojas y nudos se obtuvieron de ramas cultivadas en el laboratorio y la
pulpa a partir de frutos colectados en el campo. Estos fueron desinfectados y sembrados en medio Murashige-
Skoog (1962) suplementado con acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), bencilaminopurina (BAP) y kinetina
(Kin). Los cultivos fueron mantenidos a 25+2°C, en oscuridad por 2 semanas y posteriormente con un
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad por 6 semanas. El tratamiento con 2 mg/L de 2,4-D y 0,1
mg/L de BAP estimul6 mayor callogénesis en los tres tipos de explantes. Los callos se generaron a partir de la
primera semana (nudos), cuarta semana (hojas) y sexta semana (pulpa) y estos fueron friables (hojas y nudos)
y no friables (pulpa). En conclusion, el método descrito es eficiente para inducir callos in vitro en hojas, nudos
y pulpa de M. dubia, siendo los explantes de hojas y nudos los mas idéneos para la obtencién de callos.
Palabras clave: callogénesis, propagacién clonal, camu camu, in vitro, Myrciaria dubia.

Abstract

Due to the high variability in vitamin C production in Myrciaria dubia "camu camu", biotechnological
procedures are necessary for mass clonal propagation of promising genotypes of this species. The aim was to
establish an efficient method for in vitro callus induction from explants of M. dubia. Leaf and knot sex plants
were obtained from branches grown in the laboratory and from fruit pulp collected in the field. These were
desinfected and sown on Murashige-Skoog (1962) medium supplemented with 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
(2,4-D), benzylaminopurine (BAP) and kinetin(Kin). The cultures were maintained at 25+2°C in darkness for
2 weeks and subsequently with a photoperiod of 16 hours in light and 8 hours in dark for 6 weeks. Treatment
with 2 mg/L 2,4-D and 0.1 mg/L BAP allowed major callus formation in the three types of explants.
Calluswere generated from the first week (knots), fourth week (leaves) and sixth week (pulp) and these were
friable (leaves and nodes) and non-friable (pulp). In conclusion, the described method is efficient for in vitro
callus induction in leaves, knots and pulp of M. dubia, been leaves and knots explants more suitable for callus
obtention.

Keywords: callogenesis, clonal propagation, camu camu, in vitro, Myrciaria dubia.

1. Introduccién

Myrciariadubia es un frutal nativo de la
region amazonica que se caracteriza por
tener frutos con mas de 2g de vitamina C
por 100g de pulpa (Cordova et al., 2010).
Asimismo, sus frutos contienen
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antocianinas como cianidina-3-glucésido
(Villanueva et al., 2010), carotenoides
como luteina (Zanatta y Mercadante, 2007;
Azevedo-Meleiro 'y Rodriguez-Amaya,
2009) y otras sustancias con potencial uso
farmacoldgico (Akachi et al., 2010;
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Yazawa et al., 2011; Da Silva et al., 2012;
Nascimento et al., 2013). Por estas
cualidades los frutos de esta especie tienen
gran demanda en mercados locales, nacio-
nales e internacionales. Sin embargo, los
frutos de plantaciones naturales y de
sembrios agricolas presentan una amplia
variacion en el contenido de vitamina C.
Andlisis de frutos maduros obtenidos de
356 plantas de la coleccién de germoplas-
ma de M. dubia del INIA (provenientes de
ocho cuencas hidrograficas) muestran
contenidos de vitamina C que varian de
0,65 a 2,53 g /100 g de pulpa (Castro et al.,
2013). Esta variacion representa un proble-
ma para los agricultores, porque aun no es
posible garantizar la produccion elevada y
uniforme de vitamina C, requisitos que
exigen los mercados para el consumo
directo e industrializacion.

En ese sentido, es preciso contar con
procedimientos de propagacion clonal
masiva de las plantas con las mejores
cualidades. Esto es factible lograr con los
métodos de la Biotecnhologia vegetal. Con
estos métodos biotecnoldgicos es posible
producir plantas de calidad uniforme a
escala comercial, a partir de genotipos
selectos y con una tasa de multiplicacion
ilimitada (Levitus et al., 2010). Con este
propdsito, se han realizado varios estudios
para establecer las condiciones de
propagacion in vitro de M. dubia, pero con
resultados limitados (Huaranca et al.,
2000; Gonzales, 2002; Rivera, 2012) por
falta de enraizamiento de las vitroplantas.
Una alternativa viable para la propagacion
clonalin vitro de esta especie es la
embriogénesis indirecta a través de la
callogénesis.

Por tanto, el objetivo de esta investigacion
fue establecer un método eficiente para
inducir la formacién de callos in vitro a
partir de explantes de M. dubia.

2. Material y métodos

Colecta y transporte del material botanico
Se colectaron frutos (verdes y pintones) y
estacas entre los meses de marzo y junio
del 2011, de plantas de la coleccion de
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germoplasma de M. dubia. Esta coleccion
estd constituida por 43 accesiones
provenientes de ocho cuencas hidrogra-
ficas (Amazonas, Curaray, ltaya, Nanay,
Napo, Putumayo, Tigre y Ucayali) de la
Region Loreto y se localiza en el Centro
Experimental El Dorado de la Estacion
Experimental Agraria San Roque-INIA,
ubicado en el Km 25% de la carretera
lquitos-Nauta (03°57'17" LS, 73°24'55"
LO y 112 ms.nm.). Las muestras
botanicas obtenidas fueron cubiertas con
papel periédico humedecido y en bolsas de
polietileno para su transporte a la Unidad
Especializada de Biotecnologia del
CIRNA.

Induccién de la callogénesis

Las varas fueron procesadas de acuerdo a
Rivera (2012) con modificaciones, que
consistieron en rociarlas con 0,05% del
antifingico Benomex (metil-1-{butilcarba-
moil}-2-bencimidazol-B-carbamato) cada 3
dias y 0,2% del estimulante foliar Bayfolan
cada 5 dias desde la aparicién de los brotes
foliares. Las varas que mostraron
crecimiento de ramas con hojas de 3 a 5
cm de longitud (15-20 dias) fueron puestas
en oscuridad por 12 horas a 25°C. Luego
las ramas se cortaron y sumergieron en 2
mg/L de polivinilpirrodilona (PVP) estéril
por 5 a 10 minutos, después se enjuagaron
tres veces con agua destilada esteril.
Después, se sumergieron en alcohol de
70% por 30segundos, se enjuagaron con
agua destilada estéril, se desinfectaron con
2% de NaOCI por 10 minutos (los frutos
en 5% de NaOCl por 5 minutos) y
enjuagaron tres veces con agua destilada
estéril. Posteriormente, con un bisturi y
pinzas estériles se obtuvieron los
segmentos de nudos (1 cm), hojas
(incluyendo la nervadura central) y pulpa
de ~1 cm? Estos explantes fueron
sembrados en medio Murashige-Skoog
(1962) suplementado con reguladores de
crecimiento y mantenidos en oscuridad por
15 dias a 25+2°C. Posteriormente fueron
cultivadas con un fotoperiodo de 16 horas
de luz y 8 horas de oscuridad.
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Al medio basico MS se afiadié 30 g/L de
sacarosa, 4 mg/L de PVP y 8 g/L de agar-
agar. EI medio se esterilizd en autoclave
(Yamato, SM 510) a 121°C, 15 libras de
presion por 15 minutos. Las citoquininas
bencilaminopurina (BAP) y kinetina (Kin)
fueron disueltas en 1,0 N de NaOHy la
auxina écido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D) en etanol al 96%. Estos reguladores de
crecimiento fueron esterilizados con filtros
de 0,45 um y afadidos al medio basico MS
atemperado a 50°C. Los tratamientos
empleados fueron: T1 (sin regulador de
crecimiento), T2 (1 mg/L de 2,4-D + 0,1
mg/L de BAP, proporcion 10:1), T3 (1
mg/L de 2,4-D + 0,5 mg/L de BAP,
proporcion 2:1), T4 (2 mg/L de 2,4-D +
0,1 mg/L de BAP, proporcion 20:1), T5 (2
mg/L de 2,4-D + 0,5 mg/L de BAP,
proporcion 4:1), T6 (3 mg/L de 2,4-D +

0,1 mg/L de BAP, proporcion 30:1), T7 (5
mg/L de 24-D + 2 mg/L de BAP,
proporcion 2,5:1), T8 (5 mg/L de 2,4-D +
0,1 mg/L de Kin, proporcion 50:1), T9 (1,2
mg/L de BAP).

3. Resultados y discusién

Los reguladores de crecimiento indujeron
la formacién de callos in vitro en explantes
de hojas, nudos y pulpa de M. dubia, los
cuales presentaron caracteristicas peculia-
res (Figura 1). Por ejemplo, los callos
generados en las hojas fueron verdes y
friables. Estos callos se originaron princi-
palmente en las nervaduras y en los bordes
(sitios de corte), cubriendo hasta en un
75% la superficie del explante foliar. Este
hallazgo coincide con el reporte de Otahola
(2000).

Callos en hojas

Callos en Nudos

Callos en Pulpa

Figura 1. Callos obtenidos en explantes de hojas, nudos y pulpa de M. dubia tratados con 2,4-D (2

mg/L) y BAP (0,1 mg/L).
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También los callos inducidos en nudos
fueron semejantes al de los explantes
foliares, pero los colores variaron de
blanquecino a verde claro y friables. Los
callos se expresaron frecuentemente en los
extremos del explante (sitios de corte) y en
los sitios de insercidn del peciolo, llegando
a cubrir el 100% de la superficie del
explante. En contraste, los explantes de
pulpa generaron callos transparentes poco
friables.

La mayoria de los tratamientos
adicionados con reguladores de
crecimiento indujeron callos in vitro en los
tres tipos de explantes evaluados, pero con
diferentes proporciones (Figura 2). Asi,
como es de esperar, los explantes de hojas,
nudos y pulpa sembrados en medio sin
regulador de crecimiento (T1) no
generaron callos. En contraste, segun el
tipo, concentracion y combinacion de
reguladores de crecimiento hasta en el 48%
de los explantes se indujeron callos. Asi, la
callogénesis se indujo de >70% al 100% en
hojas, de >50% al 100% en nudos
(excepto los explantes del T9 que se
oxidaron y no fueron viables) y en pulpa
de 8% al 55%. Cabe resaltar que los
explantes de pulpa de frutos verdes fueron
més callogénicos que los de frutos

pintones. Este hallazgo coincide con
Alayén et al. (2006), quienes obtienen
callos tratando los explantes de pulpa de
manzana por 21 dias con 1 mg/L de 2,4 D
y 0,1 mg/L de BAP. Asimismo, logran
inducir callogénesis de 20 a 30% mas en
explantes de frutos verdes que en maduros.
Es preciso destacar que la suplementacion
del medio Murashige y Skoog (1962) con
la auxina 2,4-D y una citoquinina (Kin 6
BAP) indujo la callogénesis in vitro en los
tres tipos de explantes de M. dubia,
particularmente al emplear una proporcion
alta de auxina:citoquinina (20:1). Estos
resultados concuerdan con Roca vy
Mroginski (1991), quienes afirman que la
callogénesis en explantes se induce en
medios que contienen una alta proporcion
de auxina:citoquinina.

Ademas, Montero (2001) menciona que la
auxina 2,4-D es necesaria para inducir la
formacion de callos. También, varios
estudios muestran que los tratamientos
adicionados con reguladores de
crecimiento inducen la formacion de callos
en explantes de diversas especies de
plantas, tales como Echinea purpurea
(Montero, 2001), Oryza sativa (Pérez et
al., 2009) y Eucalyptus globulus (Gomez
et al., 2006).
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Figura 2. Induccidn de callogénesis en los tres tipos de explantes de M. dubia con los tratamientos

con reguladores de crecimiento evaluados.
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La induccion de la callogénesis se atribuye
a los multiples mecanismos de accion de
los reguladores de crecimiento empleados.
Para que las auxinas induzcan el efecto
fisiologico estas deben ser transportadas
desde el medio de cultivo hasta las células
blanco como mencionan Taiz y Zieger
(1998). Estos investigadores propusieron el
modelo quimiosmético de transporte polar
de las auxinas. En este proceso las bombas
de  H" mantienen una gradiente
electroquimica entre el citoplasma y la
pared celular. Para que las auxinas
induzcan el crecimiento celular estas deben
unirse a receptores externos e internos, los
que a la vez inducen la expresion de genes
que codifican factores protéicos que
aumentan la plasticidad y ablandan la
pared celular. Esto tiene como efecto la
dilatacion de la célula, debido a la presion
del agua dentro de su vacuola (presion de
turgencia), de este modo continla
agrandandose hasta que la pared opone
resistencia (Azcon-Bieto y Talén 2008).
Por su parte las citoquininasse unen a
receptores tipo histidina quinasas que
activan a las histidina fosfotransferasas.
Estas enzimas transmiten la sefial de los
receptores a los reguladores nucleares de
respuesta, que pueden activar o reprimir la
transcripcion de genes que median las
acciones fisiologicas de las citoquininas
(Mdller y Sheen, 2007).

El tiempo de cultivo requerido para inducir
la formacion de callos en los tres tipos de
explantes con los distintos tratamientos
adicionados con reguladores de
crecimiento fue variable (Figura 3). En el
caso de explantes de hojas se observaron
callos a partir de la cuarta semana de
cultivo (T4, T6 y T7) y desde la quinta
semana todos los tratamientos indujeron
callos, aungue en diferentes porcentajes.
Asimismo, se evidencié que la expresion
de callos se incrementdé conforme
transcurrié el tiempo de -cultivo. La
induccion de callos en nudos fue més
precoz, particularmente con el T5 Ila
callogénesis se evidencié desde los 5 dias
de iniciado el cultivo. La respuesta precoz

que observamos con los nudos se puede
atribuir al estado fisiolégico de la vara
yemera de donde se extrajeron los
explantes. Pues esta florecio6 en el
laboratorio y posiblemente incrementd su
potencial callogénico. Este hallazgo
similar al reportado por Terra et al. (2009),
quienes generan callos a partir de los 7 dias
usando 2,4-D (5-20 mg/L). De acuerdo a
Alleweldt y Radler (1962), el potencial
organogénico de un explante es
inversamente proporcional a su edad
fisiolégica. Ademas, Murashige (1974)
indica que el estado de la planta madre y la
estacion durante la cual es extraido puede
afectar el potencial organogenético.
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Figura 3. Induccion de callogénesis en
explantes de M. dubia por los tratamientos
adicionados con reguladores de crecimiento en
funcién al tiempo de cultivo en explantes de
hojas (A), nudos (B) y pulpa (C). PV: explante
de pulpa de fruto verde, PP: explante de pulpa
de fruto pintén.
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Respecto a los explantes de pulpa, se
observo letargo en la respuesta callogénica
en comparacion con los explantes de hojas
y nudos, de tal modo que recién a la sexta
semana de cultivo se evidenci6 la
formacién de callos y la cantidad de
explantes con callos no se incrementd en
funcion al tiempo de cultivo. Esto puede
deberse a que los reguladores de
crecimiento empleados para inducir la
callogénesis en la pulpa fueron

esterilizados en autoclave, junto con el
medio de cultivo. En contraste, los
reguladores de crecimiento utilizados para
inducir callogénesis en explantes de hojas
y nudos fueron esterilizados por filtracion.
Lo que nos sugiere que los reguladores de
crecimiento al ser sometidos a elevadas
temperaturas (121°C) son inactivados ya
que los reguladores 2,4-D y BAP son
termolabiles y kinetina es ligeramente
termolabil (Gamborg y Phillips, 1995).
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Figura 4. Explantes y callos sin oxidacion y con diferentes grados de oxidacion en hojas (A-D, L),

nudos (E-H, L) y pulpa (I-K, L) de M. dubia. M: Porcentaje de oxidacion de explantes en funcién
al tiempo de cultivo.
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Adicionalmente, durante el cultivo los tres
tipos de explantes mostraron grados de
oxidacion leve (baja), moderada (media) e
intensa (alta) segun Khalil et al. (2002)
(Figura 4). Este fendmeno se manifesto por
un ennegrecimiento de los explantes de
hojas y nudos. Pero en pulpa por un
cambio de translicido a crema.

En las hojas y nudos se observo los tres
grados de oxidacion, mientras que el 70%
de explantes de pulpa mostraron bajo
grado de oxidacion (Figura 4L). La
oxidacion de los explantes se evidencio
principalmente en la primera semana de
cultivo (Figura 4M).

Cabe indicar que en las areas oxidadas de
los explantes no se generaron los callos.
Sin embargo, las é&reas no oxidadas
lograron expresar callos en la mayoria de
los casos. La oxidacion afectd principal-
mente a los explantes de hojas y nudos y
en menor grado a los explantes de pulpa.
Esto puede deberse a la exposicion directa
de los explantes de hojas y nudos al
hipoclorito de sodio (NaOCI), mientras que
la pulpa no estuvo expuesta directamente a
este compuesto oxidante. También, estas
diferencias se pueden atribuir a la mayor
capacidad antioxidante de la pulpa, por su
alto contenido de vitamina C, en
comparacion con los otros explantes
(Cérdova et al., 2010).

Otros estudios en cultivos in vitro del M.
dubia también encuentran altos porcentajes
de oxidacion. Asi, Gémez y Huaranca
(1997) reportan hasta el 73,3% de
oxidacion de cotiledones, en especial los
gue sufrieron cortes, en el establecimiento
in vitro de propagulos. Ademas, Huaranca
et al. (2000), muestran altos porcentajes de
oxidacion en microestacas las que no
pudieron ser micropropagadas. También,
Gonzéles (2002) muestra hasta un 95% de
oxidacion de microinjertos sometidos al
cultivo in vitro en medio Murashige-Skoog
(1962) completo.

El dafio oxidativo observado se pueden
atribuir a las especies reactivas de oxigeno
y de nitrégeno producidas por los
explantes de M. dubia. Segin Bray et al.
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(2000) y Van Staden et al. (2006), la
escision de explantes, la composicion del
medio, el desbalance de citoquininas /
auxinas y otras condiciones estresantes al
que se exponen los explantes desen-
cadenan el estrés oxidativo y nitrosativo.
Por ejemplo, los iones metélicos del medio
MS como el Fe** pueden generar el radical
hidroxilo (OH®) mediante la reaccion de
Fenton y provocar mas dafio oxidativo. Las
especies reactivas mencionadas, especial-
mente el OH* destruye por oxidacion a los
lipidos, polisacéridos, proteinas y &cidos
nucleicos, conduciendo a la muerte de las
células del explante (Bray et al., 2000.;
Mittler et al., 2004). Adicionalmente, bajo
las condiciones de estrés los explantes
expresan varias enzimas oxidasas como las
polifenol oxidasas, fenolasas, tirosinasas y
peroxidasas que al actuar sobre sus
sustratos generan radicales libres que
causan el ennegrecimiento y eventual-
mente la muerte del explante (Pompeu et
al., 2008; Abdelwahd et al., 2008). Estos
hechos sustentan porqué las areas oxidadas
de los explantes de las hojas, nudos y
pulpa de M. dubia no generaron callos, a
diferencia de las areas que no han sufrido
dafio oxidativo, que si han producido
callos.

La contaminacion fue otro de los
problemas que causdé pérdidas de los
explantes (Figura 5). Aungue, por tipo de
explante se contaminaron menos del 31%
(5A), estas fueron causadas principalmente
por hongos (> 90%) y un menor porcentaje
por hongos y bacterias. En funcion al
tiempo de cultivo (Figura 5B), se observo
que en la primera semana los explantes de
hojas y nudos se contaminaron (hojas >
nudos), pero no los de pulpa. En la
segunda semana aumentd la cantidad de
explantes contaminados de los tres tejidos.
En la tercera semana, aumentaron los
explantes contaminados de nudos y pulpa.
A partir de la cuarta semana y hasta el final
del periodo de cultivo no se evidencio
contaminacién de explantes de hojas y
nudos. Sin embargo, en la pulpa se
incrementd gradualmente hasta el final del
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periodo de cultivo. La contaminacion en la
primera semana en los explantes de hoja y
nudo se pueden atribuir a una deficiente
desinfeccién, porque los contaminantes
(principalmente hongos) se desarrollaron a
partir de los explantes. Al respecto, Verde
(2009) aislo, a partir de hojas, frutos y
raices del M. dubia, hongos parasitos de
los géneros Colletotrichum sp.,
Marssonina sp., Curvularia sp., Pestalotia
sp., Fusarium sp. y Lasiodiplodia
theobromae y tres hongos no paréasitos de
los géneros Fumago sp., Capnodium sp. y
Dinemasporium sp. El problema de
contaminacion inicial no se observd en la
pulpa, debido a su esterilidad y menor
exposicion a microorganismos contami-
nantes del ambiente. Las contaminaciones
aparecidas en las semanas subsiguientes
fueron causadas por hongos ambientales
que lograron ingresar a las placas de
cultivo, probablemente por las manipu-
laciones realizadas y su insuficiente
hermeticidad.

Otros trabajos realizados en la propagacion
in vitro del M. dubia también reportan
problemas de contaminacion microbiana,
pero no indican el tipo de agente causal.
En el caso de Gomez y Huaranca (1997),
reportaron hasta un 66,6% de contami-
nacion en sus cultivos. Asimismo,
Gonzéles (2002) muestra altos porcentajes
de contaminacién (hasta 55%) y concluye
qgue la variable contaminacién juega un
papel importante para la sobrevivencia de
los microinjertos del M. dubia. Ademas,

A Blcontaminados 2-8 semana
Ocontaminados 1 semana

35
30
25
20

% contaminacion
ot
Lh

Hoja Nudo pa
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Rivera (2012) registra contaminacion que
afecta aproximadamente al 15% de sus
explantes.

Es necesario sefialar que el estudio
realizado tuvo varias limitaciones. Porque
no se evaluaron si otros explantes
derivados de raices, &pices caulinares,
flores, cascara de frutos, etc., tienen
capacidad callogénica. Ademas, no se
analizd6 esta capacidad en explantes
obtenidos en diferentes épocas del afio o
estados fisiolégicos de la planta donadora
(como floracion, fructificacion). Ademas,
no se determind el efecto de otras
concentraciones de las fitohormonas en la
respuesta callogénica de los explantes.

Sin embargo, los resultados de esta
investigacion serviran de base para realizar
futuros estudios biotecnoldgicos de M.
dubia. Porque a partir de los callos
obtenidos se podra inducir, bajo ciertos
tratamientos fitohormonales, la embrio-
génesis somatica, caulogénesis y rizogé-
nesis. Ademas, con estudios del
transcriptoma en los procesos mencionados
sera  posible identificar los genes
responsables  Asimismo, serd factible
realizar cultivos celulares para la obtencidn
de diversas sustancias de interés
farmacoldgico. También, permitird la
implementacion de técnicas de mejora-
miento genético con el empleo de la
tecnologia del ADN  recombinante,
estudios fisiol6gicos, metabolicos, gené-
ticos, entre otros.
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Figura 5. Porcentaje de contaminacion en los tres explantes de M. dubia evaluada en las 8 semanas

de cultivo.
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4, Conclusiones

El método descrito es eficiente para inducir
callos in vitro en hojas, nudos y pulpa de
M. dubia, siendo los explantes de hojas y
nudos los mas idéneos para la obtencion de
callos. Y el tratamiento adicionado con
reguladores de crecimiento 2,4-D 2 mg/l +
BAP 0,1 mg/l, fue el que mejor respuesta
fisiologica proporcioné a los explantes
estudiados. Por lo que, con los resultados
obtenidos se puede dar inicio a la
induccion de la embriogénesis somatica y
organogénesis en Myrciaria dubia.
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