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Introduccion

Un gran numero de frutas de origen Andino tienen gran potencial de convertirse en
productos premium de consumo Nacional y de exportaciéon con un alto beneficio
econdmico para los agricultores, al tiempo que pueden ser utilizados para la conservacion
y regeneracion del ecosistema de laderas. Entre estas frutas encontramos el lulo (Solanum
quitoense), originario de Colombia y Ecuador, el cual normalmente se cultiva entre 700 y
2000 m.s.n.m., al igual que el tomate de arbol (Cyphomandra betacea ). Un indicador de
los posibles cambios que el mercado de frutas puede propiciar se registro en los Gltimos
afios con el lulo, el cual pas6 de ser una fruta de consumo fresco local para entrar a la
industria de jugos, lo que increment6 su valor agregado abriendo nuevos mercados. Sin
embargo, al igual que la mayoria de las frutas tropicales, estas especies tienen limitantes
importantes que restringen su cultivo, como son la susceptibilidad a enfermedades y
pestes, problemas de deterioro en la poscosecha, heterogeneidad en la calidad de la fruta,
y una disponibilidad limitada del material elite libre de patdogenos. El control de estos
factores incrementan los costos de produccion. El fitomejoramiento genético es una
alternativa clave para el desarrollo de materiales mejorados con resistencia a pestes y
enfermedades, y de calidad superior. La practica cotidiana del control quimico para
pestes y enfermedades, ademas de aumentar los costos de produccion, es una fuente de
contaminacion que afecta no solo al ambiente sino a la salud. En el caso de frutales
lefiosos sin embargo, el periodo de fitomejoramiento es substancialmente mayor respecto
a cultivos anuales, lo que dificulta el desarrollo de nuevas variedades. Esta limitante de
tiempo puede ser asistida complementando el fitomejoramiento convencional con la
micropropagacion masiva de materiales elites libres de patogenos, y la ingenieria
genética, que es una técnica que permite insertar genes directamente en el genoma de la
planta obviando el proceso de cruzamiento sexual. Esta técnica ademas posibilita el uso
de genes presentes en otras especies, incluyendo el acervo silvestre relacionado con la
especie cultivada cuyo uso generalmente es restringido debido a barreras de
incompatibilidad inter-especifica. Los avances biotecnologicos de las dos ultimas décadas
principalmente se ha realizado con especies anuales de zonas templadas. La insercion de
la Biotecnologia en estas especies esta permitiendo la aplicacion de estas técnicas en el
desarrollo expedito de variedades comerciales, incrementando su competitividad en el
mercado Internacional. En contraste, las especies de frutas tropicales han sido objeto de
una atencion muy limitada. Es claro que para incrementar el valor agregado de las frutas
tropicales bajo el actual régimen de globalizacion y competitividad, se requiere el
desarrollo, la adaptacion y optimizacion de estas técnicas para agilizar el desarrollo de
materiales mejorados. La tecnologia desarrollada no solamente estaria apoyando al
desarrollo de materiales mejorados, sino que ademas en si misma podria ser objeto de
propiedad intelectual debido a la novedad de la invencion. A continuacién se resume el
avance en el desarrollo de metodologias reproducibles y eficientes para la conservacion



de germoplasma, micropropagacion, y transformacion genética del lulo y tomate de arbol
en el periodo 2000 y 2001. Estos avances han contando con la gentil disposicion del
germoplasma proveniente del Centro Fruticola Andino (CEFA) y Corpoica LA Selva, sin
el cual no seria posible realizar esta investigacion. EIl presente trabajo incluye la
participacion de una estudiante M.Sc., Vanessa Segovia.

Objetivo general: Ofrecer incentivos al agricultor Colombiano para el cultivo de
especies oriundas de la region con un valor agregado en el mercado Nacional y de
exportacion, que ademads contribuyan con la preservacion del ecosistema de laderas y la
biodiversidad nativa.

Objetivos especificos: 1) Desarrollar un método eficiente de conservacién in vitro a
largo plazo del germoplasma de lulo y tomate de arbol; 2) Desarrollar un método eficiente
de multiplicacion masiva y rapida de material elite de interés comercial, mediante el uso de
cultivo de tejidos in vitro; y 3) Desarrollar un método eficiente para la transformacion
genética de estas dos especies que pueda ser utilizado para la incorporacion de genes de
interés.

Material Vegetal:

= Selecciones de materiales comerciales de alta calidad realizadas y mantenidas in vitro
por el Centro Fruticola Andino-CEFA. Genotipos de lulo con espinas y sin espinas.

= Genotipos facilitados por COROPOICA (Sede La Selva) de lulo con espinas y lulo
“La Selva”, variedad generada en ese centro resistente a nematodos.

Resultados Ano 2000.

= Se desarrollo una metodologia para conservacion y propagacion in vitro de la
coleccion de germoplasma con resultados superiores a los aplicados por CEFA y
Corpoica La Selva. Esta metodologia incluye la utilizacion de un medio diferente, y
modificaciones del protocolo de propagacion in vitro. Con este método se observo
una mayor proliferacion de raices, desarrollo y vigor de las plantas. Esta metodologia
se desarroll6 tanto para lulo como para tomate de arbol.

= Para poder transformar plantas, es necesario contar con un método eficiente de
regeneracion de plantas a partir de cualquier tejido de la planta original. Se ensayaron
dos vias de regeneracion; organogénesis y embriogénesis somdtica siguiendo
protocolo reportados en la literatura. En el caso de tomate de arbol, no se obtuvo
ninguna respuesta. En el caso de lulo, después de introducir varias modificaciones a
los protocolos publicados, incluyendo tipo de explante, medio, pretratamiento al
tejido, edad y orientacion del explante, fue posible regenerar algunas plantas
mediante organogénesis. En base a la falta de respuesta en tomate de arbol y los
mejores resultados en lulo, se decidio temporalmente discontinuar los trabajos con
tomate de arbol, y concentrar mas los esfuerzos en lulo para optimizar el protocolo y
luego retomar tomate de arbol una vez que la metodologia de lulo este sido
establecida con alta eficiencia.



= Se realizaron ensayos preliminares de transformacion mediada por Agrobacterium
tumesfaciens. Estos ensayos indicaron que el lulo es apto a este tipo de
transformacion genética. Sin embargo, debido a la baja tasa de regeneracion de
plantas disponible a la fecha, se decidié primero optimizar el proceso de regeneracion
in vitro antes de proseguir con esta actividad, la cual serd retomada hacia finales del
2001.

Resultados aio 2001

=  Después de al menos 10 subcultivos in vitro de las plantas de lulo en el 6ptimo
establecido en el afio 2000, se comenzo a observar un efecto de decoloracion en las
hojas, indicando un “estrés ” en el tejido. La manifestacion de los cambios en las
plantas indicaron que se trataba de un efecto fisiologico del medio de cultivo in vitro,
por lo que se introdujeron cambios en la composicion del medio. El medio nuevo
ademas de eliminar el deterioro fisioldgico antes mencionado, acelera la emision de
raiz (haciendo mas eficiente el proceso) y aumenta considerablemente el vigor de las
plantas. Después de varios subcultivos en este medio, se ha podido recuperar la
mayoria del material que presentaba deterioro fisioldgico en el medio anterior, y
podemos recomendarlo como un medio mas eficiente para fines de conservacion de
germoplasma y micropropagacion. Recientemente Corpoica La Selva nos ha enviado
otros materiales de su banco de germoplasma in vitro, los cuales han presentado
problemas, para evaluar si con la metodologia y medio optimizados en CIAT tienen
una mejor respuesta. Una vez evaluados estos materiales se compartiria la
informacion con Corpoica La Selva.

= Se realizaron un gran nlimero de ensayos siguiendo un disefio experimental
estadistico y nimero de repeticiones para garantizar la reproducibilidad de los
resultados a gran escala. Se realizaron modificaciones adicionales al protocolo
original que en el afio 2000 habia dado regeneracion de las primeras plantas y se
optimizd. En este momento se cuenta con un protocolo que puede ser utilizado para
fines de transformacion genética.

» Paralelamente se establecié una metodologia para la transferencia del material
regenerado in vitro al invernadero y posteriormente al campo.

= Las primeras plantas regeneradas han mostrado un desarrollo vegetativo y floracion
normal en el invernadero y en el campo. Las fructificacion esta siendo evaluada en
campo a condiciones optimas para cultivo de lulo (1700 m.s.n.m y 22°C) en la finca
“LA CASONA”, ubicada en el corregimiento de DAPA a 20 minutos de Cali.

Planes futuros

= Establecer un cultivo ciclico entre invernadero e in vitro para renovar continuamente
la coleccion.

* Implemento y optimizacioén del protocolo de transformacion.

= Evaluacion en campo de materiales regenerados en el laboratorio, y comparados con
micropropagacion in vitro y semilla sexual.
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