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NACIONAL OE CIENCIAS AGRlCOC 

APLlCAClON DEL CULTIVO IN VlTRO EN E L  MEJORAMIENTO 
DEL TOMATE (byco~ersicon g s c u l e n t ~ )  . 11. OBTENCION DE 
PLANTULAS A PARTIR DE ANTERAS Y OVARIOS. 

RESUMEN 

Este t r aba jo  constó de dos etapas: primeamente l a  inducción de c a l l o s  a 

pa r t i r  de antu 'as  y ovarios;  posteriormente, l a  diferenciación y obten- 

ci6n de p l h t u l u .  Para e l l o ,  s e  empleó en l a  primwa etapa e l  medio - 
recomendado por Nancy Santana (1981, en imprenta), y en l a  segunda, como 

medio basal,  l a s  s a l e s  recomendadas por Murashige y Skoog (1962). adicio- 

nando combinaciones hormnales @AA, NAA y kinet ina) .  Se pudo comprobar- 

e l  papel importante de e s t a s  sustancias  de l  crecimiento en cada f a se  de l  

cu l t ivo ,  ob ten ihdose  c a l l o s  con crecimiento indefinido; diferenciación- 

de plántulas  completas y en o t ro s  casos, c a l l o s  que solamente formaron - 
r a í c e s ,  según l a  combinacián empleada en cada situaci6n. 

Los intensos esfuerzos real izados durante l o s  últimos años han dado - 
como resul tado un considerable incremeato en e l  espectro de especies de - 
plantas para l a s  cuales  s e  han establecido programas de mejoramiento m e -  

d iante el 'anpleo de l a s  técnicas del cu l t i vo  "in v i t ro"  ( ~ h a l e f f  y St- 

i a rz ,  1981). 

El  cu l t ivo  de anteras  es  empleado principalmente para obten- plan- 

haploides, s i n  embargo, s e  ha comprobado que l o s  n ive les  de ploidia  pue- 

den var ia r  ( ~ i s h i  y Mitsuoka, 1969; Nitsch y Nitsch, 1970; Narayanasvamy 

y Chandy, 1971; Smith y col., 1974). Hughes y col., 1975, obtuvieron - 
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varios niveles  de ploidla  a pa r t i r  de anteras  y ovarios de arroz. 

Una desventaja de l  mCtodo es l a  baja proporción de plantas que s e  o b  

tienen con relación a l a  cantidad de anteras  cul t ivadas ( ~ o n o ,  1975 )~  no 

obstante es tas  d i f icu l tades  pueden s e r  solucionadas con e l  empleo de es- 

t a s  mismas técnicas. 

E l  objet ivo de e s t e  t rabajo fue establecer  un método para e l  mejor* 

miento de l a  variedad de tomate Bolivar, mediante e l  uso de l a s  técnicas 

del cu l t i vo  de tej idos.  

MATERIALES Y ~IETODOS 

Este essudio fue real izado en e l  Laboratorio de G e d t i c a  y Mejor& 

to  de l  INCA, duraate e l  periodo comprendido en t re  septiembre de 1982 y - 
junio de 1983. 

Para l a  consecusión de l o s  objet ivos,  e l  t rabajo s e  enmarcó en dos e- 

tapas; I r a  Etapa.- inducción de c a l l o s  en ovarios y anteras. 

2da Etapa.- Diferenciación de órganos a p a r t i r  de l o s  c a l l o s  obtenidos . 
I r a  Etapa: inducción de ca l l o s  de ovarios y h t e r a s .  Anteras y ovarios 

de tomate (~ycopersicon esculentwn) de l a  variedad Bolivar fueron a i s la -  

dos s e g h  metodologla descr i ta  por Nancy Santana (1983, parte  1; s i n  pu- 

bl icar) .  

Se seleccionaron anteras  de 0 , l ;  0,2; 0 ,3  y 0,4 cm de longitud, según 

l o  recomendado por Gulchan (1981) para e s t e  cu l t i vo  y colocados en con- 

tac to  con medio só l ido  conteniendo l a s  Sa les  de Husashige y Skoog (1962) 

y suplementado con 2 mg/L de 2,4-D y 0 , l  mg/L de WP, (Nancy Santana,- - 
1983)'. 

M s  ovarios fueron t ra tados  de forma s i m i l a r  y sometidas l a s  siembras 

a un perlodo i n i c i a l  de 15 d í a s  de oscuridad y e l  r e s t o  de l  tiempo, l uz  

continua. 

2da Etapar Diferenciación de órganos a pa r t i r  de l o s  c a l l o s  obteniendo - 
despuCs de un perlodo de incubacibn de 2-3 meses. Los ca l l o s  fueron divi- 

didos en porciones de aproximadamente 10 mg y t ransfer idos  a medios de - 
diferuiciacidn en l o s  cuales  s e  emplearon d i s t i n t a s  combinaciones de - - 



d n a  y/o ci toquininas ( ~ a b l a  No. 1). donde permanecieron alrededor de 

t r e s  meses. En e s t e  período s e  rea l izaron  t r e s  pasajes a medio fresco. 

Las observaciones s e  rea l izaron  d i a r i a e n t e .  

En general,  el pH de l o s  medios fue ajustado a 5.8 con KOH; l a  t empb 

r a tu r a  de l  cuarto de incubacidn osc i ld  en t re  l o s  24 + l0c. Los medios - 
fueron sol idif icados con 7 gfi de Agar Tecnico No. 3. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

I r a  Etapa: Induccidn de ca l l o s  en ovarios y anteras. Los ca l l o s  o b t b -  

nidos a l a  semana de l a  siembra mostraron una masa abundante, o b s e r v k c  

dose nuevamente e l  e fec to  favorable de l a  combinación de l  BAP (0.1 mgfi) 

y el 2.4-D (2.0 mgfi), t an to  para l o s  ovarios como para l a s  anteras (Pi- 

gura 1 Y 2). 

E l  crecimiento del  c a l l o  fue rapido, haciéndose necesario d iv id i r  l o s  

c a l l o s  y pasarlos a medio fresco var ias  veces, a pesar de l o  cual  muchos 

de es tos  alcanzaron gran tamaño ( ~ i g u r a s  No. 3 y 4). No obstante, puede 

observarse algunas fases  de l  desarrol lo de l  c a l l o  en l a s  anteras  (Figuras 

5, 6 y 7)  y l o s  ovarios ( 8  y 9). 

La respuesta  de l a s  anteras  fue s imi la r  para todas l a s  longitudes es- 

tudiadas, s i n  embargo, pudo observarse que aunque e l  crecimiento de l o s  

mds pequeños fue  mds len to ,  e l  c a l l o  m s t r 6  mejor consistencia en l o s  de 

0, l  y 0,2 cm. Resultados s imilares  fueron obtenidos por Gulchan (1981)- 

y Nancy Santana (1983). Por o t r a  parte ,  s e  ha comprobado que e l  creci- 

miento de l o s  ca l los  haploides es  l en to  mientras que o t ro s  n ive les  de - 
ploidfa 2s das rapido (NUzcki y Oono, 1968). 

Algunas anteras formaron c a l l o  sin abr i r se  previamente (Figura 10) l o  

que hace pensar en l a  posibilidad de que e s t a  masa no haya sido produci- 

da a p a r t i r  de l  polen, s ino l a  pared de l a  antera o e l  t e j i d o  somatico - 
en general. Este hecho no puede ser descartado, Sunderland y Hunvell - 
(1971) trabajando con Nicotina tabacm plantearon que l a  presencia de - 
o t r a s  partes de anteras  no afectan l a  respuesta  de l  polen. 



Figura NO. I r  CALLO FORMADO A LA SEMANA DE LA 
SIEMEIRA DE LA a i r m a -  

Figura No. 21 CALLO WRWADO A LA SEMANA DE LA 
SIEMBBA DEL OVARIO. 











2da Etapa: A l a  8va semaia l o s  c d l o s  fueron t ransfer idos  a medio de di- 

ferenciaci6n para indclcir l a  formaci6n de 6rgmos. Como resu l tado  de  l a s  

combinaciones estudiadas ( ~ a b l a  No. 1) s e  pudo observar que los c a l l o s  - 
sometidos a l  efecto d e l  ANA ( 2  E&) y l a  Kinetina ( 2  mgb)  can thuaron  - 
creciendo indefinidamente; l o s  c a l l o s  en presencia de  ANA (2  m@) e I M  
(2 mgb) s e  tornaron carmeli ta  y P indmui te  e l  t e j i d o  s e  necros6. S in  - 
embargo, cuando s e  combin6 el IAA ( 4  mgb)  y l a  Kinetina (4  m@) s e  for- 

m o n  p l b t u l a s  comphtas tamto de ovario com de anteras  ( f igura  11) pe- 

r o  con una frecuencia muy baja (0,lX) aunque e s t e  resul tado no de j a  de - 
ser alentador si l o  comparanos c m  resu l tados  obtenidos por o t ro s  invef- 

t igadores donde el porciento de C d t o  no supera e l  0,02 ( ~ a y n a  e Iyer ,  - 
1973 ; Vagner y Ness, 1974). Estas p l h t u l a s  desde que comenzaron a for- 

m a r  sus 6rganos, presentaron sus  hojas t r i fo l iadas .  

Seg6n reportan numerosos autores, l a  pr incipal  d i f i cu l t ad  de l  cu l t ivo  

de a n t e r a  ha sido l a  baja  capacidad del  grano de polea de producir c+  - 
l l u s  y l a  subsiguiente d i f e r e n c i a c i h  e n  plántulas  ( ~ l z c k i  y Oono, 1968 ; 

Hara, 1969; Voo y Tung, 1972). En e s t e  estudio l a  frecuencia de anteras  

que Por& ca l l u s  o s c i l 6  en t r e  e l  80-883, no as1 para formar 6rganos. 

Se observaron c a l l u s  cuyo crecimiento s e  prolong6 durante varios meses 

perdiendo posiblemente, l a  capacidad para l a  diferuiciaci6n.  Esto corro- 

bora l o  planteado par Vang Cking-ChU, y col. (1974) quienes reportaron - 
que l a  edad de l  c a l l o  de l  polen afectan l a  habilidad de diferenciaci6n de 

órganos. 

El  e fec to  de l  ANA (4  mgh)  sobre l o s  c a l l o s  provocó l a  formación de un 

abundante Sistema rad icu la r  ( ~ i g u r a s  12 y 13) a lcazando algunas r a í c e s  - 
hasta 6 cm de longitud,  s i n  embargo no s e  formó l a  par te  verde, aün de s -  

pues de' emplear o t r a s  hormonas en e l  medio. 

Luego de un período de a d a p t s i 6 n  l a s  plantas e s t h  en fase  de estudio 

en condiciones semicontroladas. 

Resulta in te resan te  comparar l a s  plántulas  obtenidas i n  v i t r o  con l a s  

posturas obtenidas por e l  metodo t rad ic iona l ,  siendo l o s  primeros en su - 
morfologla externa s imi la res  a l a s  p lan tas  adultas  de tomate, mientras - 
l o s  segundos d i f ie ren  notablemente en l a  etapa de semillero. 







Tabla No. 1 : COHPOSICION HOP'ONAL DE LOS KEDIOS EKPLEAüOS. 

* Auxinas Citoquinina 
Nedio base 

IAA ANA Kinet 

Ms 2 2 - 

Nedio de l,!urashige y Skoog (1962). 

Este  estudio abarca una s e r i e  de t raba jos  para establecer  l o s  mCtodos 

m% adeciiados tan to  para l a  obtaici6n de plantas  haploides como para l a  - 
multiplicacibn de l  mate r ia l  de i n t e r 6 s  obtenido, por t an to ,  cada etapa - 
r e v i s t e  gran importancia para l a  consecusi6n de nuestros  objet ivos.  
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ABSTRACT 

m vITeo CULTURE APPLIED TO TOI -~TO (LYCOFERSICON ESCULE~TTUN) BREEDIXG. 

11. PLANTLETS AS OETAI1111) Fi<OM AiJTHERS AND O'JWIES. 

This s tudy consis ted o f  tvo s tages:  f irst ,  induction o f  anther-and ova- 

ry-derived c a l l u s  and f u r t h e r  d i f f e r e n t i a t i o n  and p l a n t l e t  prodaction. 

Thus, a medium reconunended by Nancy Santana (1981, i n  p r in t ing)  vas used 



in t h e  former vhereas i n  t h e  l a t t e r  the  Sa l tS  recommended by Eurashige & 

Skoog (1962) a s  bas ic  medium, supplemented with  d i f f e r e n t  hormonal c o m  

b ina t ions  (IAB, NAA and k ine t ine ) .  The important r o l e  o f  such yroving 

substances  was a i s o  proved in each c u l t u r e  phase, ob ta in ing  undefined- 

grovth c a l l u s e s ,  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  whole p lan t s  and i n  o the r  cases ,  jPst 

rooted c a l l u s ,  according t o  t h e  combination used Por each s i t u a t i o n .  

Manuscrito r e c i b i d o  el 6/1/84. 
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