TIVOS TROPICALES. VOL. 6, No. Wm 1984,
INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS AGRICOL

APLICACION DEL CULTIVO IN VITRO EN EL MEJORAMIENTO
DEL TOMATE (Lycopersicon esculentum). II. OBTENCION DE
PLANTULAS A PARTIR DE ANTERAS Y OVARIOS.

NANCY SANTANA

RESUMEN

Este trabajo const6 de dos etapas: primeramente la induccibén de callos a
partir de anteras y ovarios; posteriormente, la diferenciacibén y obten—
cibn de pléntulas. Para ello, se emple§ en la primera etapa el medio =
recomendado por Nancy Santana (1981, en imprenta), y en la segunda, como
medio basal, las sales recomendadas por Murashige y Skoog (1962), adicio~
nando combinaciones hormonales ([AA, NAA y kinetina). Se pudo comprobar.
el papel importante de estas sustancias del crecimiento en cada fase del
cultivo, obteniéndose callos con crecimiento indefinido; diferenciacibn-
de pléntulas completas y en otros casos, callos que solamente formaron =

rafces, segfin la combinacifén empleada en cada situacibn.

INTRODUCCION

Los intensos esfuerzos realizados durante los Gltimos afios han dado -
como resultado un considerable incremento en el espectro de especies de -
plantas par'a las cuales se han establecido programas de mejoramiehto M@=
diante eY empleoc de las técnicas del cultivo "ian vitro" (Chaleff ¥y Sto=
larz, 1981).

Bl cultivo de anteras es empleado principalmente para obtener plants
haploides, sin embargo, se ha comprobado que los niveles de ploidia pue=
den variar (Nishi y Mitsuoka, 1969; Nitsch y Nitsch, 1970; Narayanaswamy
¥ Chandy, 1971; Smith y col., 1974). Hughes y col., 1975, obtuvieron -
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varios niveles de ploidia a partir de anteras y ovarios de arroz.

Una desventaja del método es la baja proporcién de plantas que se ob-
tienen con relacibn a la cantidad de anteras cultivadas (Qono, 1975), no
obstante estas dificultades pueden ser solucionadas con el empleo de eS—
tas mismas técnicas.

El objetivo de este trabajo fue establecer un método para el mejora—
miento de la variedad de tomate Bolivar, mediante el uso de las técnicas
del cultivo de tejidos.

MATERIALES Y METODOS

Este estudio fue realizado en el Laboratorio de Genética y Mejoramien-
to del INCA, duraaste el perfodo comprendido entre septiembre de 1982 y =
junio de 1983,

Para la consecusibén de los objetivos, el trabajo se enmarcé en dos e-
tapas; 1ra Etapa.= Induccién de callos en ovarios y anteras.
2da Etapa.-~ Diferenciacién de 6rganos a partir de los callos obtenidos .
1ra Etapa: Induccién de callos de ovarios y anteras. Anteras y ovarios
de tomate (Lycopersicon esculentum) de la variedad Bolivar fueron aisla-
dos seg@in metodologfa descrita por Nancy Santana (1983, parte I; sin pu—
blicar).

Se seleccionaron anteras de 0,1; 0,2; 0,3 y 0,4 cm de longitud, segln
lo recomendado por Gulchan (1981) para este cultivo y colocados en COnee
tacto con medio $6lido conteniendo las sales de Musashige y Skoog (1962)
y suplementado con 2 mq/L de 2,4-D y 0,1 mg/I de BAP, (Nancy Santana,— -~

1983

Los ovarios fueron tratados de forma similar y sometidas las siembras
a un perfodo inicial de 15 dfas de oscuridad y el resto del tiempo, luz
coantinua.
2da Etapas Diferenciacibén de 6rganos a partir de los callos obteniendo -
después de un perfodo de incubacifn de 2-3 mesess Los callos fueron divie
didos en porciones de aproximadamente 10 mg y transferidos a medios de

diferenciacién en los cuales se emplearon distintas combinaciones de = =
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auxina y/o citoquininas (Tabla No. 1), donde permanecieron alrededor de
tres meses. En este perfodo se realizaron tres pasajes a medio fresco.
Las observaciones se realizaron diariamente.

En general, el pH de' los medios fue ajustado a 5,8 con KOH; la tempe-
ratura del cuarto de incubacién oscilé entre los 24 & 1°C. Los medios -

fueron solidificados con 7 g/L de Agar Técnico No. 3.
RESULTADOS Y DISCUSION

1ra Etapa: Induccién de callos en ovarios y anteras. Los callos obtew
nidos a la semana de la siembra mostraron una masa abundante, observan-—
dose nuevamente el efecto favorable de la combinacién del BAP (0,1 mg/L)
y el 2,4-D (2,0 mg/L), tanto para los ovarios como para las anteras (Pi-
gura 1y 2),

El crecimiento del callo fue ré&pido, haciéndose necesario dividir los
callos y pasarlos a medio fresco varias veces, a pesar de lo cual muchos
de &stos alcanzaron gran tamafio (Figuras No. 3 y 4). No obstante, puede

observarse algunas fases del desarrollo del callo en las anteras (Figurss
5, 6 y7) y los ovarios (8 y 9).

La respuesta de las anteras fue similar para todas las longitudes eS-
tudiadas, sin embargo, pudo observarse que aunque el crecimiento de los
més pequefios fue mhs lento, el callo mostrd mejor consistencia en los de
0,1 y 0,2 cm. Resultados similares fueron obtenidos por Gulchan (1981)=
y Nancy Santana (1983). Por otra parte, se ha comprobado que el CreCiw
miento de los callos haploides es lento mientras que otros niveles de =
ploidfa 2s n4s rapido (NUzcki y Oono, 1568).

Algunas anteras formaron callo sin abrirse previamente (Figura 10) 1o
que hace pensar en la posibilidad de que esta masa no haya sido produci-
da a partir del polen, sino la pared de la antera o el tejido somitico -
en general. Este hecho no puede ser descartado, Sunderland y Hunwell =
(1971) trabajando con Nicotina tabacum plantearon que la presencia de =

otras partes de anteras no afectan la respuesta del polen.
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Figura No. 1t CALLO FORMADO A LA SEMANA DE LA
SIEMBRA DE LA ANTERA.

Figura No. 2t CALLO PORMADO A LA SEMANA DE LA
SIEMBERA DBL OVARIO.
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Pigura Ne. 3: CALLO FORMADO
DESPUES DE VARIAS DIVI -
SIONES DEL CALLO (OVARIO).

Fiqura No. 4: CALLC FORMADO
DESPUES DE VARTAS DIVI -
SIONES (ANTERA).
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Figura No. 5: DISTINTAS FASES EN EL DESA~
RROLLO DEL CALLO DE AMNTERAS.

Figura No. 61 DISTINTAS FASBES EN EL DESARROLLO DEL
CALLO DE ANTERAS.
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Figura No« 7: DISTINTAS FASES EN EL DESARROLLO DEL
CALLC DE ANTERAS.

Pigura No. 8: DISTINTAS FASES EN EL DESARRCLLO
DEL CALLO DE OVARIOC.
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Figura No. 93 DISTDITA: FASES
EN EL DESARROLLO LEL CALLOD
DE OVARIO.

Figura No. 10: CALLO FORMADO
EN ANTERAS SIN ABRIRSE.
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2da Etapa: A la 8va semana los callos fueron transferidos a medio de di-
ferenciacibn para inducir la formacién de 6rganos. Como resultado de las
combinaciones estudiadas (Tabla No. 1) se pudo observar que los callos =
sometidos al efecto del ANA (2 mg/L) y la Xinetina (2 mg/L) continuaron -
creciendo indefinidamente; los callos en presencia de ANA (2 mg/l) e IAA
(2 mg/L) se tornaroan carmelita y finalmente el tejido se necrosb. Sin -
embargo, cuando se combiné el IAA (4 mg/L) y la Kinetina (4 mg/L) se for-
maron pléntulas completas tanto de ovario como de anteras (Pigura 11) pe-
ro con una frecuencia muy baja (0,1X) aunque este resultado no deja de -
ser alentador si lo comparamos con resultados obtenidos por otros inveSem
tigadores donde el porciento de &xito no supera el 0,02 (Rayna e Iyer, -
1973 ; Vaganer y Mess, 1974). Estas pléntulas desde que comenzaron a for-
mar sus 8rganos, presentaron sus hojas trifoliadase

Segln reportan numerosos autores, la principal dificultad del cultivo
de anteras ha sido la baja capacidad del grano de polen de producir cam =
llus y la subsiguiente diferenciacién en pl&ntulas (NUzcki y Oono, 1968 ;
Hara, 1969; Woo y Tung, 1972). En este estudio la frecuencia de anteras
que formé callus oscilé entre el 80-88X, no asi para formar érganos.

Se observaron callus cuyo crecimiento se prolongé durante varios meses
perdiendo posiblemente, la capacidad para la diferenciacién. Esto corro=-
bora lo planteado por Wang Ching-Chll, y col. (1974) quienes reportaron —
que la edad del callo del polen afectan la habilidad de diferenciacibn de
érganos.

El efecto del ANA (4 mg/L) sobre los callos provocd la formacién de an
abundante sistema radicular (Figuras 12 y 13) alcanzando algunas raices -
hasta 6 ch de longitud, sin embargo no se formd la parte verde, atn deSe-
pués de¢’ emplear otras hormonas en el medio.

Luago de un perfodo de adaptacibén las plantas estén en fase de estudio
en condiciones semicontroladase.

Resulta interesante comparar las plantulas obtenidas in vitro con 1las
posturas obtenidas por el método tradicional, siendo los primeros en su -
morfologia externa similares a las plantas adultas de tomate, mientras -

los segundos difieren notablemente en la etapa de semillero.

21



Figura No. 12: EFECTO DEL
ANA (4 mg/1) SOBRE LOS
CALLOS, PROVOCANDO UN
ABUNDANTE ENRAIZAMIENTO
SIN FORMAR HROTE AEREO.

22

Figura Neo. 11:

FLANTULA FOR
MADA A FARTIE CCALLO EM
EL PEDIC DE “TACION
QUE CONTEMN1A 4 mg/1 DE 1AA
Y 4 mg/1 DE KINETINA (AN-
TERAS).




Figura Noe. 13: EFECTO DEL ANA (4 mg/i)
SOBRE LOS CALLOS, PROVOCANDO UN ABUN
DANTE ENRAIZAMIENTO SIN FORMAR BROTE
AERED.
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Tabla No. 1: COMPOSICION HORMONAL DE LOS MEDIOS EMPLEADOS.

* Auxinas Citoquinina
Medio base
IAA ANA Kinet
MS 2 -
MS 2
MS 2 - 2
MS 4 - 4
1S - 4 -

® Medio de MNurashige y Skoog (1962).

Este estudio abarca una serie de trabajos para establecer 1los métodos
m&s adecuados tanto para la obtencién de plantas haploides como para la -
multiplicacién del material de interés obtenido, por tanto, cada etapa -

reviste gran importancia para la consecusibn de nuestros objetivos.
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ABSTRACT

IN VITRO CULTURE APPLIED TO TOHATO (LYCOPERSICON ESCULENTUM) BEREEDING.
IXl. PLANTLETS AS OBTAINED FROM ANTHERS AND OVARIES.

This study consisted of two stages: first, induction of anther-and ovae

ry-derived callus and further differentiation and plantlet production.

Thus, a medium recommended by Nancy Santana (1981, in printing) was used
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in the former whereas in the latter the Salts recommended by Furashige &
Skoog (1962) as basic medium, supplemented with different hormonal com-
binations (IAA, NAA and kinetine). The important role of such growing
substances was also proved in each culture phase, obtaining undefined-
growth calluses, differentiation of whole plants and in other cases, just

rooted callus, according to the combination used for each situation.
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