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En este articulo se presenta un proyecto que describe el proceso productivo
completo para generar y comercializar nuevas variedades de violeta africana
(Saintpaulia ionantha), sin utilizar transgénesis. Para ello, se utilizan distintas
técnicas biotecnolodgicas, basadas generalmente en el cultivo in vitro. No obs-
tante, existen otros métodos con los que se podria estudiar la obtencién de
nuevas variantes somaclonales, como son cultivo de haploides, fusion de
protoplastos y utilizaciéon de agentes mutagenos. El método més usado en esta
especie es el cultivo de callos en medio MS suplementado con benziladenina
(BA) 0,5 uM, bajo una intensidad de luz de 35 umoles / m*s y una temperatura
de 25°C. Algunas de las variantes obtenidas podrian tener interés comercial.
Sobre estas plantas se hace necesario testar si el cambio producido en la variante
existe a nivel genético o epigenético (en este ultimo caso no nos interesa) me-
diante el uso de marcadores moleculares como RFLP. Si el cambio se ha produ-
cido sobre la secuencia de ADN, se necesitara comprobar su adaptacion a con-
diciones de campo y estabilizar su genotipo mediante sucesivas rondas de mi-
cropropagacion por via directa. Posteriormente se micropropagara masiva-
mente y se elaborara un banco de germoplasma, con un estricto control fitosa-
nitario, para poder satisfacerlademanda del mercado.

Palabras clave: Micropropagacion, violeta africana, marcadores, variacion
somaclonal, cultivo in vitro

Introduccion

La Saintpaulia o “violeta africana” es una de las plantas ornamentales mas
usadas y populares para interiores, principalmente por su capacidad para produ-
cir, casi en cualquier época del afio, abundantes y coloridas flores. Es originaria
de las zonas tropicales del Africa central. Posee carnosas hojas de color verde
intenso y delicadas flores violaceas, bastante atractivas para la decoracion. La
especie mas utilizada es en concreto la Saintpaulia ionantha.
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Perteneciente a la familia de las Gesneriaceas (un género que comprende
una docena de especies perennifolias), su tamaino no suele superar los 15 cm y se
reproduce por semillas o por esquejes. De su tallo, poco perceptible, parten los

peciolos que portan hojas redondeadas y carnosas de color verde oscuro. Lo habi-
tual es que sus flores aparezcan en verano, pero pueden tener mas de una flora-
cion al afo, que puede producirse en cualquier temporada. Entre cada floracion
hayun ciclo de descanso de unas seis semanas como minimo.

Normalmente sus flores brotan en grupos de 6. El color mas comun es el
violeta con estambres amarillos en el centro, aunque también hay blancas, rosas,
rojas, azules e incluso de varios colores.

Latemperatura de mantenimiento no debe bajar delos 18°Cyrequiere un
riego constante en verano y muy moderado en invierno; pero siempre con agua
templada. Es recomendable usar para su cultivo un sustrato no calcareo abase de
turba. Las flores son sensibles a algunos patdégenos como el pulgén verde y
algunas cochinillas y 4caros.

Las variedades que se encuentran actualmente en el mercado realmente
ya guardan poco parecido con las que crecen de manera natural en la zona de
Tanzania. Podemos ver algunos ejemplos en la Fig. 1.

Figura 1. Imagenes de distintas variedades de violeta africana
obtenidas mediante el uso de técnicas de transgénesis y variacion
somaclonal.  A: Alwyn; B: Frosted Midnight; C: Ness' Crinkle
Blue; D: chiko. Fuente: www.infojardin.com.
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Nuestro proyecto consta de varios pasos que pueden resumirse en el
esquema de la Fig. 2.

Objetivo: Obtencion de Estrategia: induccion de
nuevas variedades variacion somaclonal.

Comprobacion Cambio
Cultivo in vitro. - molecular del genético:
Via indirecta origen del - pruebas de
cambio campo

Conservacion -‘ Estabilizacion

del del genotipo
germoplasma

¥

‘ Micropropagacion

- Pruebas
exitosas

#| Salida al mercado |

Figura 2. Esquema de los pasos de los que consta el proceso de
obtencion y cultivo de variedades de violeta africana.

masiva

En las instalaciones del vivero se dispone de todo el material necesario
para aplicar cualquier estrategia biotecnolégica destinada a la consecucion de
nuestro objetivo.

Variacion somaclonal

Lavariacion somaclonal se define como la variacién genética o epigenética
que se genera durante el cultivo in vitro de plantas que provengan de células
somaticas. En programas de mejoramiento genético, puede ser un recurso
importante que genera variabilidad y permite obtener caracteristicas deseables.

Ademas de la tasa normal de variacion, hay factores externos, propios del
cultivo in vitro, que pueden inducir una acumulacién de variaciones genéticas y
epigenéticas, que se manifiestan en el fenotipo:

« Método de cultivoin vitro

« Edad del cultivo y subcultivos (aumenta con la edad del cultivo).

« Lacomposicion del medio de cultivo y el estado fisico del medio de cul-

tivo (liquido o s6lido).
Para inducir variacion somaclonal en nuestro proyecto valoramos dos
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posibilidades: la primera consiste en el cultivo de explantos por via indirecta,
usando pétalos o meristemos, ya que muchos autores han comprobado que se
genera una mayor variacion. La otra posibilidad es proponer nuevas técnicas
paraobtener variantes, que no hayan sido descritas para Saintpaulia ionantha.

Cultivos definidos para inducir variaciéon somaclonal en Saintpaulia ionantha
La obtencion de callo permite obtener una mayor cantidad de ejemplares

con variaciones (via indirecta). El

método estandar para generar

callos en Saintpaulia, consiste en el
cultivo de explantos en medio MS
con BA 0,5 uM. Posteriormente es-
tos explantos son subcultivados en N

el mismo medio en intervalos d(? 4~ Figura 3. Ejemplo de la variacién de la
5 semanas. Algunos factores im- morfologia de la flor en violeta africana

portantes a regular son la intensi- tras aplicar variacion somaclonal.
Fuente: Jain, 1992.
dad de luz, que debe estar en torno

a35umoles / m’s,ytemperatura (25 °C) (Jain, 1992).

Después se enraizan las plantas con medio MS suplementado con acido
naftalenacético (NAA) 0,6 uM, bajo unaintensidad deluzde 4 umoles / m*syun
fotoperiodo de 16 horas.

Los explantos regenerados se transfieren a bandejas de plastico y se man-
tienen con 100% de humedad en invernadero, disminuyendo luego la humedad
al 70% (Jain, 1992). En este punto es en el que se detectan las variaciones soma-
clonales, y se seleccionan las més interesantes.

Utilizando explantos de pétalos y meristemos en estas condiciones se ob-
tienen, sobretodo, diferencias enla morfologia dela plantay delaflor, en el niime
ro de flores por planta, el tamafio de la flor, la altura de la planta y el tiempo de
floracion (Jain, 1992). Se podria probar el uso de otros explantos y observar la
tasa de variacion obtenida.

La presencia de BA en el medio de cultivo induce variacién somaclonal,
que también aumenta con el nimero de subcultivos antes de la regeneracion.
Pero un exceso en la concentracion de BA o en los pases de subcultivo disminuye
laestabilidad y calidad delas plantas.

Para obtener un mayor niimero de plantas y aumentar la probabilidad de
encontrar variantes de interés se utilizara un homogenizador (Molgaard, 1991),
que tiene la funcion de disgregar los callos, incrementando asi el potencial de
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micropropagacion, al poder obtener una suspension
celular. Elhomogenizador (Fig. 4) seintroduce aco-
plado a un motor en el frasco donde esté el callo en

suspension. Gracias al movimiento giratorio, las
cuchillas que posee disgregan el callo.

Cultivo optimizado para obtener variaciones en el

colordelaflor
Recientemente se ha descrito que las variacio-
nes en el color de las flores son debidas a la escision

de un transposén que se integra en la region promo-
tora de la flovonoide 37, 5”- hidroxilasa, (enzima Figura 4. Homo-
que se relaciona con la coloracion de la flor). Para la %S?;Zggglfeggﬁﬂégﬁgs
modificacion del color con este tipo de transposén, Fuente: Molgaard,
algunos autores definieron un nuevo medio de culti- 1991

vo que favorece una mayor tasa de variacion en cuan-

to al color de la flor: utilizaron unas condiciones de cultivo con una intensidad de
luz de 140-200 pumoles / m’s y una temperatura de 10-35°C, en medio MS con 1
ppmde NAA y1ppmde BA, conun 3% de sacarosay un 0,3 % de gelatina. El pH
fue aproximadamente de 5,8 -6,0. (Sato, 2011). Se utilizara este medio optimiza-

do para el cambio de color delas flores.

Otrastécnicas
Existe la posibilidad de experimentar con otras técnicas que hasta ahora no han
dado buenos resultados o no se han descrito en violeta africana.
Cultivo de haploides

El color delaflor delavioleta africana depende de 8 genes (I, S, W, Bd, Bw,
P, R, A). Segiin la combinacion génica se obtendran flores de un color o de otro:

« IyS:inhibenlapigmentacion sitienen un alelo dominante.

» W esnecesario parala pigmentacion y solo requiere un alelo dominante

para que se exprese color.

« Bd, Bwy A influyen en la intensidad del color. Para una coloracion de
flor lila el genotipo seria, “ii-ss-W-P-R”; el genotipo “ii-ss-W-pp-R”
codifica para flores de color rosa y si el genotipo es“ii-ss-W-P-r1” seran
rojas.

+ Unaleloinestable en el locus P da lugar a flores rosas con puntos lilas, a
este tipo de fenotipo se le llamara fantasia (Griesbach, 1997). Podria
resultar interesante la generacion de haploides para conseguir una
nueva coloracion. Podria plantearse la obtencion de diplohaploides.
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Los haploides suelen presentar un tamaiio reducido (Fig. 5), y por tanto
esta estrategia puede ser ornamentalmente interesante; pero se obtiene muy
poca cantidad de planta y no son muy vigorosas. Se podria llegar a utilizar esta

técnica para obtener plantas en " ’ﬂ
miniatura de la variedad deseada

(1/3 del tamano normal) (Smith et
al.,1980).
Cultivo de protoplastos

Existen métodos para obtener
planta, pero las plantas obtenidas no
presentan variaciéon somaclonal sig-
nificativa con respecto al color y a la

_rl—*—l—-

Figura 5. Imagen en la que se puede
i apreciar la diferencia de tamaio entre
forma de la hoja. Se sabe que para una hoja normal y una hoja obtenida por
obtener variacion somaclonal los cultivo de haploides Fuente: Smith,

L1 ... 1980.
explantos mas utilizados son los péta- 9

los o los meristemos, por tanto se

podrian realizar estudios para ver si con el cultivo de protoplastos a partir de
estos explantos y variando las concentraciones de BA y NAA, se pueden obtener
variantes somaclonales de interés (color de la flor, forma de la hoja, etc.) (Hoshi-
no etal., 1994; Winkelmann y Grunewalt, 1995).

Agentes mutdgenos

La cafeina o la colchicina son agentes que adicionados al cultivo in vitro
producen variantes somaclonales.

« La colchicina genera aneuploidias y poliploidias en practicamente
todaslas especies vegetales. La colchicina es un agente fusdgeno, se une
alos microtabulos del huso mit6tico impidiendo que se separen los cro-
mosomas durante la mitosis. Las plantas que se obtendrian serian poli-
ploides y estas suelen presentar una coloracion de la flor oscura (Espi-
no, 1979).

» Lacafeina, que es un alcaloide, también funciona como agente mutagé-
no generando gran cantidad de plantas quimeras, pero no aneuploidias
ni poliploidias (Espinoy Vazquez, 1979).

Existen otros tratamientos con agentes mutagenos con los cuales se
podrian realizar experimentos para obtener variantes de interés (Bairu et al.,
2010). Se usaran métodos quimicos y fisicos (Rayos X y Gamma). Respecto a los
rayos X, con un primer tratamiento mas suave se genera resistencia, que servira
de proteccién para un tratamiento posterior mas intenso. Produce muerte celu-

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON 19




AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA

lar aligual que los rayos gamma.
A continuacién se muestra una tabla con diferentes agentes quimicos que
pueden generar mutaciones, y por tanto, constituyen una posible via de obten-

cion de variacion somaclonal.

Tabla 1. Resumen de los distintos agentes mutagenos quimicos
que podrian ser usados en el estudio

Agentes mutagenizantes

2,4-D (acido 2,4-diclorofenilacético); NAA (acido
Efecto auxinico naftalenacético); IAA (acido indolacético); 2,4,5-T
(acido 2,4,5 triclorofenoxiacético)

BA (benciladenina); Kinetina; 2,3 MDPU (N,N'-bis-
Efecto citoquininico 2,3-metilenodioxifenilurea); 4- CPPU N-(2-Cloro-4-
piridil-N-fenilurea); TDZ (tidiazuron)

Efecto giberelinico Acido giberélico

Agentes fisicos Rayos X; Rayos Gamma

Otros compuestos Azacitidina; Nitrosometilurea; Etil-metilsulfonato;
quimicos Trifluralina; Azida sédica.

No todos estos agentes se han usado para obtener variantes en violeta afri-
cana, pero si en otras especies vegetales. Se pueden utilizar para realizar pruebas
y cultivar explantos en medios de cultivo con estos compuestos, obteniendo
variantes de interés.

Marcadores moleculares

Como ya se ha indicado, se conoce la mayor parte de los genes que codifi-
can para el tamano, forma y color de las flores. Se pueden obtener las secuencias
de estos genes en los progenitores y en las nuevas variedades obtenidas y com-
probar su grado de coincidencia (si son iguales el cambio sera epigenético, y no

Histonas
acetiladas

interesa, Fig. 6). Con los mar-

cadores moleculares podre-
mos detectar la presencia o no
de esas variaciones de forma

rapida. Normalmente se admi- Histonas

hipermetiladas

te que la variacién no es epige-
nética cuando tras el paso de 4
generaciones no se ha perdido Fi

o } gura 6. Los cambios epigenéticos pue-
esavariacion, pero nuestrosinte- den ser debidos a acetilaciones y metilacio-

reses hacen més recomendable nesenlashistonas. Fuente:
http://quimicosonador.wordpress.com.
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el uso de otras técnicas que nos permitan saberlo rapidamente.
Los marcadores del ADN se basan fundamentalmente en el analisis de las
diferencias en pequenas secuencias del ADN entre individuos. Las técnicas

empleadas para ello son muy diversas y dan el nombre a los distintos tipos de mar-
cadores, los cuales pueden ser de caracter dominante o codominante. Ejemplos
de marcadores utilizados normalmente en plantas (explicaremos los mas usados
paranuestro objetivo) son:

+ Polimorfismo delalongitud de los fragmentos de restriccion (RFLP).

« Amplificacion aleatoria del ADN polimorfico (RAPD).

« Polimorfismo enlalongitud delos fragmentos amplificados (AFLP).

« Microsatélites o Secuencias simples repetidas (SSR).

RFLP

Esunmarcador basado enlahibridaciéon de ADN.

Los RFLPs (Fig. 7) son polimorfismos entre individuos dados por el tama-
no de los fragmentos que son cortados por enzimas de restriccion. Los fragmen-
tos de ADN son separados segiin su movilidad electroforética y luego se hibridan
con sondas especificas marcadas. Son altamente reproducibles pero requieren
cantidades altasde ADN.

adlele 1
5?
5?
-
dlele 2 a
5I
5!
X -
b
5' gaatic 5' taattc
cttaag 5' attaac 5'
(sitio Eco R1) (sitio mutado) @ jph 2004

Figura 7. Esquema de un RFLP, donde se observan los diferentes
sitios de corte entre dos secuencias de ADN. Fuente: Jean-Pierre
Herveg (Université de Louvain),
genemol.org/biomolespa/Enzimas/enzimas-de-restricc.html.
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RAPD

La RAPD consiste en la amplificacién de secuencias de ADN con un ceba-
dor de 10 pb aleatorias que hibrida con el DNA (Fig. 8). Posteriormente se visua-
lizan en un gel de agarosa. Las diferencias en el patrén de bandas entre indivi-
duos evidencian diferencias en su secuencia de bases.
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Figura 8. Esquema de un RAPD. Se observan las diferencias en el
patron de bandas de las dos secuencias de ADN comparadas.
Fuente: http://www.informatics.jax.org/silver/figures/figure8-
9.shtml.

Micropropagacion del genotipo deseado
Pruebas de campo v conservacion de germoplasma

Tras las pruebas con marcadores se deben realizar pruebas de campo, es
decir, se ha de someter a esas variantes somaclonales de interés a condiciones ex-
vitro similares a las que se encontraran al ser comercializadas (cultivo en mace-
tas). Se ha de analizar la expresion génica en estas condiciones, y ver que se
expresa de manera correcta.

También se hace necesario conservar este genotipo de interés, una vez ha
superado las primeras pruebas de campo. Se conservara en bancos de germo-
plasma. Para la especie Saintpaulia ionantha se han descrito distintos métodos
de conservacion de germoplasma basados en la crioconservacion. Los mas usa-
dos para crioconservar stocks de plantas de Saintpaulia ionantha son los trata-
mientos de encapsulacion-vitrificacion, encapsulacién-deshidratacion y vitrifi-
cacion. En estos tratamientos se embebe el explanto en una soluciéon con agentes
crioprotectores, previa deshidrataciéon en algunos casos, como son el DMSO,
glicerol o la sacarosa, que producen una progresiva pérdida de agua en el explan-
to sin que pierda viabilidad. Se puede conservar germoplasma proveniente de
distintos explantos vegetales, pero lo mas recomendable es conservar germo-
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plasma mediante crioconservacion tomando apices caulinares, ya que se obtie-
nen los mejores resultados de viabilidad tras la descongelacion. En este caso los
mejores resultados de conservacion de germoplasma y viabilidad de los explan-
tos se obtienen con soluciones de deshidratacion (DMSO 10% y sacarosa 0,5 M,
o DMSO 5% y sacarosa 0,75 M) seguido de un tratamiento con solucién PVS2
(etilenglicol, glicerol y DMSO) (Moges et al, 2003).

En el caso de no ser viable el método anteriormente descrito, econémica-
mente hablando, podria plantearse el uso de agentes retardantes del crecimiento
con el fin de mantener el stock de las variantes obtenidas. Se pueden mantener
apices caulinares durante 12 semanas, cultivados en medios con sacarosa 0,18
M, o manitol o sorbitol 0,16 M durante 16 horas de oscuridad y 8 de luz (Moges et
al2003).

Estabilizacion dela variante somaclonal seleccionada

Una vez comprobada la expresion genética correcta se procede a micro-
propagar esa variante somaclonal para poder comercializarla, pero primero es
necesario estabilizar el genotipo. Hay que evitar que aparezcan mutaciones en el
cultivo. A continuacién se analiza que técnica de micropropagaciéon es mas ade-
cuada.

En cuanto a la micropropagacion de Saintpaulia inothanta a partir de
células de callo esta descartada. En este caso se obtienen unas altas tasas de va-
riacion somaclonal debido a las continuas divisiones de las células desdife-
renciadas, que forman el callo (Echenique et al, 2004).

Se podria optar por micropropagar a partir de tejidos meristematicos
como son los segmentos nodales o las yemas axilares y apicales. En este método
el poder de micropropagacion esté limitado, ya que han de obtenerse los tejidos
meristematicos de la planta madre, y estos no son demasiado numerosos. Por
otro lado, este método de micropropagacion muestra buenas tasas de rege-
neracion de planta para Saintpaulia inothanta especialmente usando segmen-
tos nodales como explanto, y ademas la tasa de variacion somaclonal es bastante
reducida (Pierik, 1991). De todas maneras, este modo de micropropagacion no es
el masidoneo para conseguir una gran cantidad de planta.

En el caso de optar por la micropropagacién directa partir de explantos de
hojas o pétalos de Saintpaulia inothanta se ha observado cierta variacion en el
namero de flores por plantas, morfologia dela flor y periodo de floracién, pero no
asi en cuanto a la coloracion de las flores (Jain et al, 1998). En este caso el poder
de micropropagacion es mucho mayor que partiendo de explantos de tejido
meristematico. La micropropagacion por via directa nos da la posibilidad de

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON 23




AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA

inducir sobre el explanto un proceso organogénico o embriogénico, aunque en
ambos casos se puede producir cierta variacion somaclonal. Se ha comprobado
que la micropropagacién de explantos de hojas en medio de cultivo MS suple-
mentado con BA (0,22 6 0,5 uM) produce una alta tasa de formacion de tallos.
Asimismo tras tres ciclos de cultivo en estas condiciones se observa como se esta-
biliza el nimero de flores por planta y la coloracion de la flor (nunca varia, proba-
blemente debido a la citoquinina usada), pero no asi el periodo de floracién o la
morfologia de las hojas y las flores (Jain, 1997). Si se contintian realizando ciclos
de micropropagacion a través de la toma de explantos foliares y una posterior
induccion de la formacion de tallos, se consigue estabilizar el genotipo deseado y
que desaparezcan las variantes somaclonales, debidas probablemente a varia-
ciones epigenéticas (Jain, 1993).

Micropropagacién a gran escala dela variante somaclonal obtenida
En este punto, con el genotipo de interés ya completamente estabilizado se

hace necesario realizar de nuevo pruebas de campo. Se testara de nuevo y duran-
te varias generaciones la estabilidad genética, que se habia observado ya en con-
diciones in vitro, y la heredabilidad de estos caracteres. Tras superar estas prue-
bas es necesario conservar dicho dicha variante en un banco de germoplasma,
siguiendo el protocolo ya descrito. Se tendra el genotipo deseado ya estabilizado
y listo para micropropagarse en grandes cantidades y comercializarse.

Para la produccion del genotipo estabilizado en grandes cantidades se
seguira el mismo protocolo que se sefial6 con anterioridad, micropropagaciéon
porviadirecta, debido a subaja tasa de variaciéon y a su alta tasa de producciéon de
vitroplantas. Se inducira la formacion de tallos a partir de explantos foliares, que
luego se someten a un tratamiento con auxinas para que se produzca su enraiza-
miento.

Figura 9. La imagen de la izquierda muestra un ejemplar de
Saintpaulia ionantha cultivada in vitro. La imagen de la derecha
muestra la planta madre de la que se tomaran los explantos.
Fuente: http://www.invitrocarnivoras.4t.com.
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Las vitroplantas producidas han de aclimatarse a las condiciones ex-vitro,
para lo que se hara necesario disponer de un invernadero de aclimataciéon. En
todo este proceso es muy importante el control fitosanitario de distintas plagas
que afectan a Saintpaulia ionantha, como son distintos hongos (Oidium,

Phytium o Phytophora), nematodos, bacterias (Erwinia chrysantemi) e insec-
tos; que pueden afectar a todo el stock de vitroplantas y causar importantes pér-
didas economicas. Se hace necesario un control diario de las vitroplantas, po-
niendo en cuarentena las sospechosas de estar enfermas. Ha de cuidarse el sis-
tema de riego, para evitar una posible infeccidon fingica. Las plantas no han de
estar demasiado proximas entre si, evitando asi la transmision de enfermedades.
Ha de controlarse también la apariciéon de algunas vitroplantas sin las caracte-
risticas deseadas por mutaciones en el cultivo, que reducen la productividad del
proceso.

En conclusion, la variacion somaclonal se revela como un método eficaz y
factible para poder obtener nuevas variedades de Saintpaulia ionantha, y en nin-
gan caso se recurre a la transgénesis, sino que se induce un proceso morfogénico
o embriogénico en el explanto. Se ha conseguido disefiar un proceso productivo
basado en la micropropagacion in vitro, que nos permitira sacar al mercado nue-
vasvariedades de violeta africana, obteniéndose un beneficio econémico.
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