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Resumen

Los cotiledones de melén son explantes potencial-
mente utilizables para el desarrollo in vitro de
procesos organogénicos con fines de regenerac:on
de plantulas a través de dos rutas: organogénesis
directa e indirecta. En este ensayo se cultivaron, con
iluminacion y en obscuridad, segmentos
cotiledonares basales medios y apicales para deter-
minar sus capacidades morfogenéticas. Los resulta-
dos cuantificados indicaron que los segmentos
cotiledonares basales, cultivados en medio MS su-
plementado 1.0 mg/L BA, son los explantes que
expresan en mayor grado sus capacidades
organogénicas canalizadas hacia la regeneracion de
plantulas a través de rutas organogénicas indirec-
tas. En los cultivos de segmentos cotiledonares
basales se cuantificaron los mayores porcentajes
(30%). de explantes que formaron yemas y de
explantes que desarrollaron microtallos (9%). La
cuantificacion de resultados también mostro que
los explantes cultivados durante los primeros |5

_dias en condiciones de obscuridad, presentaron el

mayor porcentaje (54%) de explantes que forma-
ron yemas y el mayor nimero (261) de yemas
neoformadas.

Abstract

Melon cotyledons are potentially explants usable
for in vitro development of organogenic processes
to regenerating plantlets through two routes:
direct and indirect organogenesis. To determine
their morphogenetic capacities basal, middle and
apical cotyledonary portions were cultured, under
continuous illumination and darkness conditions.
The quantified results indicated that the basal
cotiledonary portions, cultured in MS suplemented
with BA-1.0 mg/L were the explants that expressed
highest capacities to plantlet regeneration through
indirect organogenic processes. In cultures of basal
cotyledonary portions were quantificated the
highest percentages (30%) of explants that formed
buds and explants that developed microshoots
(9%). The results also showed that the explants
cultured during the first |5 days under darkness
conditions, presented the highest percentage (54%)
of explantes that formed buds and the highest num-
ber (261) of newformed buds.

" Palabras clave: Cotiledones, morfogénesis, regeneracién, Cucumis melo,

" micropropagacion..

Key words: Cotyledons, morphogenesis, regeneration, Cucumis melo,

micropropagation.
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Introduccién

El melon (Cucumis melo L.) es una especie
ampliamente cultivada en el mundo, en la que
se han venido realizando progresos en el
mejoramienté de. ' muchos - caracteres,
especialmente resistencia a enfermedades, vi-
rus e insectos. Esta especie forma parte de la
familia de las Cucurbitaceae y del género
Cucumis que comprende alrededor de 38
especies conocidas. Es una planta anual,
monoica, herbacea, de porte rastrero o trepador
y puede ser autofecundada; sin embargo, las
fecundaciones cruzadas son predominantes. La
polinizacion artificial es menos eficaz que la
polinizacion por insectos debido a que las flores
son muy pequenias; ademas, el 80% de las flores
hﬂmbras abortan naturalmente. .

El método de propagacion mas utilizado para

obtener plantas de meldn es la propagacion por
semilla .sexual, mediante utilizacién de
semillero y posterior trasplante 6-7 semanas
después de iniciado el cultivo, cuando-las
plantas presenten al menos la primera hoja
verdadera bien desarrollada. En los tltimos
aflos, para establecimiento de plantaciones
comerciales, se han utilizado variedades

hibridas de mayor rendimiento y se han

mejorado las condiciones de cultivo con miras
a mantener altos niveles'de produccion.

El cultivo de tejidos vegetales in vitro es una
herramienta biotecnoldgica que permite estu-
diar el crecimiento de células vegetales, tejidos
U organos aislados de una planta madre y cul-
tivados en medio artificial (George, 1993/1996).
El cultivo in vitro consiste en el establecimiento

“de cultivos asépticos de células, tejidos y orga-

nos, en condiciones fisicas y quimicas defini-
das que permiten la manipulaciéon de su creci-
miento y desarrollo (Lindsey y Jones, 1989). Por
tanto, el cultivo in vitro es una de las herramien-
tas mas adecuadas para el desarrollo de estu-
dios basicos y aphcados en el campo de la
biotecnologfa vegetal, asi como para la explo-
tacion comercial de sus productos (Torpe, 1990).

Como consecuencia de las condiciones hormo-
nales y nutritivas que se establecen de forma
transitoria o permanente en los cultivos, las
células vegetales pueden activar procesos
metabolicos y fisioldgicos diferentes a los que
realizan cuando estan formando parte de los
tejidos de la planta. En virtud de las caracteris-
ticas de totipotencialidad y plasticidad del
desarrollo que muestran las células vegetales,
aun en estados plenamente diferenciados, es
posible dirigir (manipular) el rumbo del desa-
rrollo celular. Dicha manipulacién se puede

lograr reahzando modificaciones experimenta-

les especificas en la composicion de los medios
de cultivo. Las células en cultivo absorben
sustancias y liberan metabolitos; este intercam-
bio continuo de sustancias modifica la compo-
sicién del medio lo cual afecta los procesos de
division celular y los procesos de sintesis
(Lindsey and Jones, 1989).

La morfogénesis hace referencia a la creacién
de nuevas formas de ‘organizaciéon donde no
existian; nuevos o6rganos, como brotes y raices,
pueden ser inducidos a través de cultivo de
tejidos vegetales. Los tejidos u o6rganos que
muestran  capacidad para expresar
morfogénesis/organogénesis son llamados
morfogénicos (morfogenéticos) u organogeéni-
cos (organogenéticos). En forma casi rutinaria,
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en numerosas especies ya es posible manipu-
lar el desarrollo adventicio de: brotes
(caulogénesis), raices (rizogénesis) y embrioides
que son estructuralmente semejantes a los
embriones zigoticos.

La caulogénesis, rizogénesis y embriogénesis son
procesos importantes para la multiplicacion ve-
getal. La regeneracion de plantas completas, a
partir de células individuales puede ser adecua-
damente realizada mediante la obtencién de
brotes adventicios, en los cuales se induce
formacién de raices. Los brotes, raices y embrio-
nes somaticos se pueden forman a partir de celu-
las simples (tinicas), que presentan tanto el
potencial genético para regenerar una planta
completa, como la capacidad para realizar todas
las funciones de desarrollo caracteristicas del

cigoto (totipotencia); o se pueden formar a partir
de grupos de células que pueden ser inducidas -

(por condiciones especificas de cultivo) a formar
nuevos centros activos de divisién celular
(meristemos morfogenéticos), cada uno capaz de
producir un érgano (George, 1993/1996).

Las células competentes son aquellas que han

conservado la capacidad de diferenciacion (for- -

macién de nuevos 6rganos) o que la han ad-
quirido en respuesta a un estimulo apropiado
(George, 1993/1996). En cultivos in vitro los te-
jidos llegan a ser competentes y completamen-
te determinados para la produccién de
primordios durante la etapa de induccion.
Durante esta etapa, ademas, es posible la cana-
lizacién de tejidos, que es la propiedad que

‘poseen las vias de desarrollo para producir un

fenotipo estandar a pesar de las variaciones
ambientales o genéticas, mediante la cual se

puede describir y cuantificar el compromiso de -

desarrollo que el tejido ha alcanzado hacia un
punto particular de terminacién (por ejemplo,
formacion de yemas).

Los principales métodos para regenerar y mul-
tiplicar plantulas in vitro son: cultivo de brotes,
cultivo de segmentos nodales, embriogenesis
somatica y organogénesis (produccion de bro-
tes adventicios).

@Prospectiva Cientifica

La organogénesis es un proceso de desarrollo
que en muchos aspectos es tnico en las plan-
tas. Las células vegetales retienen la capacidad
para dediferenciarse desde su estado estructu-
ral y funcional corriente y comenzar una nue-
va via de desarrollo hacia otros estados
morfogenéticos. Dependiendo de la presencia
o ausencia de un estado intermedio de callo,
entre los tejidos del explante original y las es-
tructuras formadas de novo, experimentalmente
se pueden inducir dos rutas organogénicas:
organogénesis indirecta, en la cual el tejido
callogénico sirve como punto de iniciacion de
organogénesis de novo y, organogénesis directa
en la cual no se presenta un estado intermedio
de callo y las células del explante tienen la
capacidad para actuar como precursores
directos de los nuevos primordios.

El proceso organogénico puede d1v1d1rse en 3
etapas principales:

» Periodo de induccién, definido como el pro-
ceso por el cual una sefial de desarrollo
acttia en células competentes para alterar la
via de desarrollo (McDaniel et al., 1992);
comienza con la iniciacidon de los cultivos,
periodo durante el cual se realizan todos los
cambios celulares que imponen una alta
actividad mitotica, que da como resultado
una proliferacién celular localizada en las
capas mas superficiales de los tejidos
cultivados, constituyéndose asi los loci de
iniciaciéon caulogénica.

» Periodo de iniciacién-manifestacion de
primordios, durante el cual tiene lugar la or-
ganizacion de los meristemoides y la profu-
sién de los primeros primordios caulinares.

» Periodo de desarrollo, a través del cual
predomina la elongacion caulinar, observan-
dose la formacién de verdaderos microtallos
(Pacheco, 1995).

Con base en los estudios realizados por
Compton y Gray (1993) y Srivastava et al.,
(1989), se puede establecer un sistema eficaz
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de regeneracion de plantas utilizando
cotiledones de plantulas de melén como fuen-
te de explantes primarios. A partir de estos
explantes se pueden obtener microtallos adven-
ticios a través de procesos organogénicos; los
microtallos pueden ser enraizados para rege-
nerar plantas completas en un periodo de 8 a
10 semanas desde la iniciacién de los cultivos.

En el mel6n, las mejores fuentes de explantes
son los cotiledones de plantulas germinadas in
vitro. Sin embargo, no todas las regiones de un
cotiledon poseen el mismo potencial de rege-
neracion; por tanto, el objetivo de este trabajo
es determinar la capacidad que poseen diferen-
tes regiones cotiledonares (segmentos apical,
medio y basal) para desarrollar procesos
caulogénicos, asi como determinar la influen-
cia de la presencia o ausencia de luz como esti-
mulo para Ja formacién de yemas adventicias.

Metodologia

1. Germinacion in vitro de semillas

Semillas obtenidas de frutos maduros de

melon fueron colocadas en imbibicién'en agua
destilada durante 12 horas, a temperatura

ambiente. Posteriormente, para remover intac- -

to el embrion, se elimind la cubierta seminal
realizando varios cortes en la periferia de la
semilla. Los embriones fueron colectados en
agua destilada. '

Los embriones fueron sumergidos en una so-
lucién de hipoclorito de sodio comercial al 25%
(v/v) mas Tween 20 (0.1 ml/100 ml), durante
25 minutos con ‘agitacion constante; luego se

enjuagaron 4 veces consecutivas con agua des-

tilada estéril. Este procedimiento de asepsia su-
perficial se realizé en cdmara de flujo laminar.

Los embriones fueron cultivados individual-
mente en recipientes con medio de

germinacion, MS, (Murashige y Skoog, 1962)
al cual se adicioné 30 g/L de sacarosa. Los culti-
Vos fueron incubados en cuarto de crecimien-
toa 23 + 2°C, con luz continua durante 10 dias.

2. Formacion de yemas y desarrollo de
microtallos

A cada plantula germinada se le realiz6 un
corte ligeramente por encima de la insercién
del hipocétilo; los cotiledones se separarony se
desecho el dpice caulinar. Mediante dos cortes
transversales, de cada cotiledén se obtuvieron

 tres explantes (basal, medio y apical) los cuales
- se cultivaron con la cara abaxial en contacto con
~ la superficie del medio. Los explantes se culti-

varon en medio de induccién (MS mas 30 g/L
de sacarosa'y 1 mg/L de BA). Los cultivos
fueron incubados en cuarto de crecimiento. La
mitad de los explantes se mantuvieron en
oscuridad durante 15 dfas y luego se incuba-
ron con luz continua.

La cuantificacion de yemas formadas se realizé
después de cuatro semanas de cultivo, tenien-
do en cuenta el niimero de explantes de cada
regién cotiledonar que formé y desarrollé
yemas y/o microtallos.

3. Elongacién y enraizamiento de
microtallos y endurecimiento de plantulas

Los microtallos obtenidos en la etapa anterior
fueron transferidos a recipientes con medio de
elongacion (MS mas 30 g/L de sacarosa) e
incubados en cuarto de crecimiento durante
cuatro semanas. Los microtallos que alcanza-
ron mds de 20 mm de longitud se escindieron
y transfirieron a recipientes con medio de
enraizamiento (MS mads 20 g/L de sacarosa'y
0.2 mg/L de AIB) y se incubaron en cuarto de
crecimiento durante 30 dfas.

Las plantulas regeneradas se removieron de los
recipientes de cultivo y se les eliminé el agar
adherido a las raices mediante un enjuague con
agua corriente. Las plantulas fueron transferi-
das a un sustrato compuesto por tierra, arena y
cascarilla (2:1:1) y se ubicaron en mdédulos
cerrados en invernadero. La aclimatizacién de
las plantulas se realizé mediante disminucién
gradual de la humedad relativa durante 1 a 2
semanas; el riego se realiz por nebulizacion y
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la intensidad luminosa se aumento progresiva—
mente.

Resultados y discusiones

Germinacion de semillas

Las condiciones fisicas y el medio de cultivo
utilizado permitieron la germinacién del 100%
de las semillas. El proceso de germinacion de
semillas no es sincrénico; algunas desarrolla-
ron plantulas después de siete dias de cultivoy
las demés completaron su desarrollo después
de 15 dfas. La germinacion se inicia con el de-
sarrollo radicular y sintesis de clorofila en los
cotiledones. La sintesis de clorofila comienza
en la region basal y progresa en direccion al
apice cotiledonar. La recuperacion del 100% de
pléntulas asépticas puso en evidencia tanto la
eficacia del procedimiento de asepsia superfi-
cial, como la ausencia de contaminantes
end6genos en las semillas.

Formacién de yemas y desarrollo de
microtallos

Los resultados registrados después de 30 dias
de ‘cultivo en medio de induccion, mostraron
que un 54% de los explantes estimulados du-
rante 15 dias en obscuridad expresaron capa-
cidad para formar, en promedio, 4 yemas por
explante. Mientras que solo el 33% de explantes

Tabla 1 1
Efecto de la estimulacién de explantes cotiledonares, con BA en presencia o ausencia
~de lug, sobre la formacion de yemas

estimulados en condiciones de luz continua
formaron en promedio 2 yemas por explante.
Ademas, el mayor nimero de yemas forma-
das (261, tabla 1) también se obtuvo en
explantes estimulados en condiciones de obs-
curidad. La variacién en las respuestas
organogénicas cuantificadas en condiciones de
luz continua y obscuridad se puede atribuir,
en parte, a que la presencia de luz provoca la
inhibicién del proceso de sintesis natural de
citoquininas; estos reguladores son necesarios
para la reorganizacion celular conducente a
neoformacion de estructuras. Ademas, se sabe
que la presencia de luz estimula la produccion
de 4cido abscisico, el cual acttia como antago-
nista de las citoquininas (George, 1993/1996).

La presencia de luz durante la etapa de induc-
cién promovio la formacion de callo no
organogénico en un mayor porcentaje de
explantes (67%); mientras que el mayor por-
centaje de explantes (31%) que formaron callo
organogénico se cuantifico en los explantes es-
timulados en oscuridad. Este resultado indica
que la presencia de luz inhibe la formacién de
callo organogénico y, por ende, la induccién y
formacién de yemas; dicha inhibicion puede
estar relacionada, segun George (1993/1996),
con la presencia de compuestos fenodlicos, cuya
produccién esta influenciada por la accién de
la luz en los tejidos, los cuales actitan como
inhibidores de crecimiento. ‘

: < : EC ECYF YF ECNO ECO
No. Yo No. X No. % %
Luz 57 19 33 116 2.0 38 67 18
Oscuridad 74 490 54 261 4.0 34 46 31

EC: Explanteé cultivados; ECYF: Explantes conryemas formadas; YF: Yemas formadas; ECNO: Explantes corl
callo no organogénico; ECO: Explantes con callo organogenico.
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Los explantes cotiledonares basales, con rela-
cién a los explantes medios y apicales, expresa-
ron mayor capacidad de neoformacion de ye-
mas, registrandose un 30% de explantes con
un total de 28 yemas formadas a traves de pro-
cesos organogénicos directos, y 30% de
explantes con un total de 171 yemas formadas
a través de procesos organogénicos indirectos.

De la misma manera, los explantes
cotiledonares basales expresaron mayor capa-
cidad caulogénica que los explantes medios y
apicales; cuantificAndose 9% de explantes con
un total de 30 microtallos desarrollados a tra-
vés de procesos organogénicos indirectos. En
segmentos apicales se cuantificaron los meno-
res porcentajes de explantes con yemas forma-
das (15 y 20%, para organogénesis directa e
indirecta, respectivamente) ¥ los menores
porcentajes de explantes medios y apicales con
microtallos desarrollados (2% para organo-
génesis directa y 0% para indirecta; tabla 2).
Las diferencias entre las respuestas
organogénicas de las porciones cotiledonares
basales y apicales pueden deberse, en parte, a

los diferentes grados de competencia, madu-
racion y estado fisioldgico que pueden presen-
tar los explantes, atin perteneciendo a una mis-
ma estructura (Ellis and Bilderback, 1989).

Las respuestas organogénicas cuantificadas en
los tres tipos de explantes pusieron en eviden-
cia que a través de la ruta organogénica indi-
recta se formo mayor cantidad de yemas (292)
y de microtallos (30), en comparacion con la
ruta organogénica indirecta, 85 yemas forma-
das y 7 microtallos desarrollados. Estas obser-
vaciones indican que las células de los diferen-
tes segmentos cotiledonares cultivados, presen-
tan variacion en el estado de determinacion; por
tanto, requieren diferentes niveles de
estimulacion para alcanzar ciertos estados de
dediferenciacion en los cuales las células estan
menos determinadas y pueden adquirir
nuevas competencias morfogénicas. Estas
nuevas competencias controlan y dirigen
procesos de rediferenciacion morfologica, las
cuales se expresan mediante desarrollo de
tallos y raices (6rganos funcionales), y
posterior regeneracion de plantas completas.

Tabla 2
Influencia de la posicién del segmento cotiledonar sobre la neoformacion de yemas
' y desarrollo de microtallos

. ECYF - ECM | YF Microtallos
i 1 lon % o1 | % ob | % |ot | % |op |o1 |op | o
Apical 39| 6| 15| 8] 20| 2 ol ol 3|7 ]| 2| o
Medio 45| 6| 13| 11| 24| 2 ol ol 25|50 ]| 5| 0
Basal ‘ 47 |14 [ 30 | 14 4| 9 | 28 |71 | of 30
Total ‘ 131 | 26 | 33 85 |292 7 | 30

5C: Segmento cotiledonar; EC:YExplanteS cultivados; ECYF: Explantes con yemas formadas; ECM: Explantes
con microtallos; YF: Yemas formadas; OD: Organogénesis directa; OI: Organogénesis indirecta.
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En este trabajo, la estimulacion de explantes
cotiledonares con 1 mg/L de BA demostro ser
efectiva para inducir neoformacién de yemas
concordando con los resultados reportados por
Yutaka ef al,, (1998), Dirks y Buggenum, (1989),
Kathal, et al., (1988), Tabei et al., (1991), quienes
cuantificaron la mayor cantidad de yemas
formadas en cultivos realizados en presenc1a de
BA durante la etapa de induccién.

En los procesos de organogénesis indirecta, la
dediferenciacion celular se presenta como
consecuencia de una division celular intensa
que conlleva la formacion de callo, seguida de

una etapa de induccion durante la cual el
explante adquiere competencia para formacion
de primordios; finalmente, los primordios ori-
ginan yemas adventicias que desarrollan
microtallos (figura 1 A-E).

Enorganogénesis directa las células del explante
poseen la competencia necesaria para forma-
cién de meristemoides, produccién de nuevos
primordios y regeneracién de érganos (figura
2 A-E), lo cual se-evidencia en la capacidad de
respuesta del explante ante el estimulo con el
regulador.

Figura 1
Organogénesis indirecta. A: Formacién de callo. B: Meristemoides en formacion. Cy D:
Yemas en desarrollo. E: Raiz adventicia desarrollada a partir de tejido callogénico.
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Figura 2
Organogénesis directa. A: Meristemoides en formacién. B: Primordios en formacién. C yD:
T Yemas en desarrollo. E: Microtallo desarrollado.
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enraizamiento de
microtallos y endurecimiento de plantulas

Elongacion Yy

Después de 30 dias de cultivo en medio para
elongacion, los microtallos elongaron alcanzan-
do una longitud adecuada (20-30 mm) para
enraizamiento. El porcentaje de microtallos
enraizados, después de 30 dias de cultivo en
medio para enraizamiento, fue de 90-100%;
este resultado indica que tanto la composicion
basica del medio, como la presencia de 0.2 mg/
L de AIB facilitan el desarrollo de procesos
rizogénicos en microtallos adventicios de
meldn. :

La etapa de aclimatizacion o endurecimiento,
realizada en las condiciones descritas en este
trabajo, permitio la recuperacion de 85% de
pléntulas viables. El endurecimiento de plantulas
es un proceso que comprende la transferencia
de las plantulas regeneradas in vitro, a condicio-
nes de humedad relativa significativamente mas
bajas e intensidad de luz mas elevada; razén por
la cual el proceso debe realizarse cuidadosa-
mente y de forma progresiva.

Las plantulas producidas in vitro puedeﬁ

presentar dificultades durante su transplante a .

condiciones ex vitro, debido a su condicion
heterotrofica de nutriciéon y a su escaso

autocontrol de pérdida de agua; por tanto, para -

que las pldntulas puedan llegar a ser viables,
necesitan realizar una rapida transicion del es-
tado heterotrofico al fotoautotrofico (Preece y
Sutter, 1991). Esta transicidon no es inmediata y

ocurre solo después de la formacién y desarro-

llo de nuevas hojas, porque las hojas desarro-
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lladas in vitro en presencia de sacarosa nunca
desarrollan plena competencia fotosintética.
Ademas, las condiciones de cultivo in vitro bajo
100% de humedad relativa, contribuyen a un
desarreglo de rasgos anatomicos y fisiologicos
como disminucion de la cera epicuticular,
meséfilo escasamente diferenciado, funciona-
miento anormal de estomas y conexion
vascular escasa entre el tallo y las raices. Sin
embargo, estas limitaciones pueden ser supe-
radas si las plantulas son transplantadas a
sustratos de crecimiento estériles y bien
drenados, y mantenidas inicialmente en
microambientes con humedad relativa alta e
intensidad luminica reducida.

Conclusiones

> Los tejidos cotiledonares de plantulas de
melén germinadas in vitro poseen las
capacidades morfogenéticas suficientes para
regenerar nuevas pléntulas a través de
Procesos organogeénicos.

» Las porciones cotiledonares basales fueron
los explantes que expresaron mayor capaci-
dad de formacién de yemas y desarrollo de
microtallos.

» Ta estimulacién in vitro de explantes
cotiledonares durante 15 dias en obscuridad,
favorecié la formacion de estructuras
caulinares adventicias.

» La expresién de capacidades morfogeneticas
fueron observadas con mayor frecuencia a
través de procesos organogénicos indirectos.
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