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Comportamiento in vitro de cultivares de tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.) I. Analisis del potencial

organogenético.
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RESUMEN

Se estudi6 la capacidad de regeneracion in vitro de plantas de Lycopersicon esculentum Mill. a partir de diferentes explantes cultivados en
medio MS (Murashige y Skoog,1962) suplementado con AlA 0,175 mg/L y BAP 1,5 mg/L.. Se evaluaron como variables las formaciones de callos,
callos morfogenéticos y callos con desarrolio de primordios, asi como el niimero de véstagos por explante. Los resultados obtenides mostraron
diferencias significativas para la interaccién genotipo- explante para todas las variables analizadas. La mayor frecuencia de regeneracién in
vitro se obtiene al utilizar como explantes las hojas cotiledonales del cultivar Cubanacan- 1243 con un promedio de 12,9 vastagos/ explante.
Estos resultados sugieren la posibilidad de aplicar las técnicas de cultivo in vitro en el mejoramiento genético de esta especie.
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ABSTRACT

Optimum conditions for In vitro plant regeneration from different cultured explants of Lycopersicon esculentum Mill. cultivated on MS
(Murashige y Skoog,1962) medium supplemented with AIA 0,175 mg/L and BAP 1,5 mg/L. Morphogenetic capacity was evaluated by percentage

of callus induction, morphogenetic callus, bud formation and shoots/ ex

plant. Results show different significantly for interaction genotype-

explant. The best results was obtained in Cubanacén- 1243 with maximum frequency observed ( 12,9 shoots/ explant) in cotiledonary leaves.
These results suggest the possibility to apply in vitro techniques in genetic improvement in this species.
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INTRODUCCION

Las especies silvestres constituyen una importante fuente
de genes de interés, principalmente para la resistencia o
tolerancia a enfermedades, plagas y factores abidticos
no encontrados en las especies cultivadas (Monti, 1992).
En el caso especifico de L. esculentum var. cerasiforme,
ha sido reportada por Esquinas-Alcazar (1981) como
fuente de resistencia a Alternaria solani, hongo causante
de la enfermedad conocida como tizén temprano,
endémica en todas las plantaciones de papa y tomate en
Cuba, la cual provoca pérdidas considerables en los
rendimientos.

Esta variedad, también denominada “tipo cereza’, se
considera el antepasado silvestre de las formas cultivadas
y los estudios de variabilidad genética muestran la afinidad
genética entre el tomate cultivado y la variedad cerasiforme
(Nuez et al., 1996). En investigaciones anteriores
realizadas para evaluar el germoplasma cubano teniendo
en cuenta caracteres de rendimiento e infeccién por el
patégeno, se confirmé que variedades cultivadas de esta
especie propician una fuente valiosa de resistencia a
Alternaria solani en las condiciones naturales de Cuba
(Gonzélez-Chavez etal., 1997).

Los hibridos sexuales entre L. esculentumy las especies

mas estrechamente relacionadas son faciles de obtener;
sin embargo, en el caso de L. esculentumvar. cerasiforme,
el pequefio tamafio de sus frutos es un caracter
desfavorable que debe ser mejorado a través de
cruzamientos con variedades de fruto grande, cuidando
conservar en las nuevas formas los caracteres de
productividad y resistencia, asociaciones negativas entre
caracteres de interés que dificultan el trabajo de los
mejoradores (Alvérez y Torres, 1983).

Diversos estudios han demostrado que las técnicas in
vitro pueden solucionar muchos de los problemas
asociados con el mejoramiento cldsico convencional
(Jones, 1990), por lo que los métodos de Biotecnologia
Vegetal han sido propuestos para facilitar la transferencia
de genes en tomate, pero ellos requieren como premisa
fundamental de una eficiente regeneracion a partir de las
células cultivadas (Hille et al., 1989).

El conocimiento y control del proceso de regeneracion en
las células y tejidos cultivados son requisitos previos
indispensables para el uso eficiente de los métodos y
técnicas in vitro y consecuentemente, para una utilizacion
6ptima de la genética de las células somaticas en
investigaciones relacionadas con el mejoramiento y la
obtencién de nuevos cultivares.

253



Capote A et al: Comportamiento in vitro de cultivares de tomate

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la capacidad
organogenética de diferentes explantes de tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.) para determinar las
potencialidades de su aplicacién en posteriores programas
de mejoramiento genético encaminados a la busqueda
de individuos resistentes o tolerantes a Alternaria solani
Sor.

MATERIALES Y METODOS
1) Material vegetal.

Se utilizaron semillas de cultivares de tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.) que muestran diferentes
grados de susceptibilidad frente al ataque del hongo
Alternaria solani. Como cultivar altamente resistente se
utilizé la var. cerasiforme cultivar ‘Cubanacan-1243’
recomendado para su utilizacién en programas de
mejoramiento genético del INIFAT, y los cultivares ‘Cuba
C-2781' (altamente susceptible) y ‘Campbell- 28’
(comportamiento intermedio).

Las semillas se colocaron a germinar en medio MS
(Murashige y Skoog, 1962) sin suministro hormonal
posterior a su desinfeccion en una solucién de lejia
comercial (5% de cloro activo) al 2% durante 15 minutos
y lavado con agua destilada estéril (tres veces).

Como explantes se utilizaron segmentos de foliolos (5 x
5 mm), hojas cotiledonales (5 x 5 mm) y de hipocétilos (5
mm de longitud) obtenidos de las plantulas germinadas
in vitro de 4 semanas de edad.

Se colocaron 5 explantes por frasco de cultivo y se
realizaron tres réplicas por tratamiento. En el caso de los
foliolos y las hojas cotiledonales se cultivé la parte proximal
del envés en contacto con el medio de cultivo.

Los cultivos fueron mantenidos en un fotoperiodo de 14
horas luz y a una temperatura de 25 + 2 °C.

2) Medios de cultivo.

El medio basal utilizado fue el MS suplementado con
sacarosa 30 g/L y acido indol acético (AIA) 0,175 mg/L y
6- bencil amino purina (BAP) 1,5 mg/L de, medio
seleccionado con anterioridad para la regeneracion de
plantas a partir de foliolos de diferentes genotipos de
tomate (Capote et al, 2000).

3) Evaluaciones realizadas.

A los sesenta dias de cultivo se evalué la frecuencia de
formacién de callos, callos morfogenéticos, y callos con
desarrollo de primordios expresados en porcentaje del total
de explantes cultivados, y el nimero de vastagos por
explante.
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Todos los resultados fueron evaluados por un analisis de
varianza de clasificacién doble y las diferencias
significativas determinadas mediante la prueba de
Newman-Keuls al 5%, utilizando el paquete estadistico
STATITCF version 4.0, asumiendo que las diferentes
respuestas obtenidas sean consecuencias de las
diferencias entre los genotipos y explantes utilizados.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla | se observan los resultados obtenidos en el
andlisis de varianza para todos los indices evaluados. En
todos los casos se obtuvieron diferencias significativas
entre los genotipos y explantes utilizados, asi como en la
interaccion de ambos factores, excepto para la variable
formacién de callos donde no se obtuvieron diferencias
significativas entre los explantes seleccionados.

La figura 1 muestra los resultados obtenidos para la
variable formacién de callos al analizar la interaccion
genotipo- explante. En ella se observa que la mayor
capacidad de desdiferenciacion de los tejidos se obtiene
al emplear el genotipo ‘Cuba C-2781’, independiente del
explante utilizado, no existiendo diferencias significativas
con el cultivar ‘Cubanacén-1243’ cuando se cultivan los
segmentos de hipocdtilos y hojas cotiledonales. Las
respuestas mas bajas se observan en los explantes
provenientes del cultivar ‘Campbell-28°.

La importancia de obtener callos eficientemente es que
pueden ser utilizados como una herramienta efectiva para
estudiar los mecanismos de susceptibilidad y resistencia
a enfermedades (Kut et al., 1983) y en los esquemas de
seleccién in vitro para obtener resistencia a patégenos
(lig, 1991).

Cuando analizamos los resultados obtenidos para la
variable porcentaje de callos morfogéneticos (Fig. 2) se
observa que los valores mds altos corresponden a los
cultivares ‘Cuba C-2781’ (hojas y hojas cotiledonales) y
‘Cubanacan-1243’ (hojas cotiledonales), los cuales no
difieren significativamente entre si. De nuevo se observa
la baja respuesta del cultivar ‘Campbell-28’ al ser cultivado
en condiciones in vitro, independientemente del explante
que se utilice.

La figura 3 muestra los resultados obtenidos para la
variable porcentaje de callos con desarrollo morfogenético.
Al cultivar las hojas del cv. ‘Cuba C-2781’ se obtienen los
mayores valores en los porcentajes de callos con
desarrollo de brotes (90%), valor que difiere
significativamente del resto de las combinaciones
estudiadas, excepto para el explante hojas cotiledonales
del cv. ‘Cubanacan-1243' (60%).

En el resto de los tratamientos los valores son inferiores.
Es notable destacar que entre estos se encuentran los
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TABLAI
Analisis de varianza de los indices evaluados (** difieren significativamente al 5%).
_ CUADRADOS MEDIOS _
FUENTES GL FORMACION CALLOS ) CALLOS CON I’\IUMERO
DE CALLOS MORFOGENETICOS PRIMORDIOS | VASTAGOS

Genotipos 2 3,90 * 2,50 * 1,91 " 147,54 **
Explantes 2 0,03 ns 1,23™ 0,68 179,24 **
GxE 4 0,48 ** 1,03 ™ 0,59 ** 183,28 **
Error 72 0,1 0,12 0,14 7,33

tres explantes del cultivar ‘Campbell- 28’, lo que evidencia
una vez mas el pobre comportamiento de este cultivar
ante las condiciones de cultivo in vitro.

Al analizar los resultados obtenidos en la variable nimero
de vastagos obtenidos (Fig. 4) se observa que la mejor
respuesta se obtiene cuando se utilizan como explantes
las hojas cotiledonales del cultivar ‘Cubanacan-1243’ (12,9
vastagos/ explante) y que los explantes provenientes del
cultivar ‘Campbell-28’ mantienen la menor capacidad de
regeneracion de plantas (0,10 vastagos/ explante).

Este comportamiento del cv. ‘Campbell-28’ pudiera deberse
a su genotipo, caracterizado por presentar un crecimiento
determinado tipico dado por la presencia del gen ‘sp’
(Villareal, 1982), el cual limita el crecimiento de la planta
al presentarse estas caracteristicas en las partes
terminales de las ramas flores, lo que no sucede con el
cv. ‘Cubanacén- 1243 (crecimiento indeterminado tipico)
y el cv. ‘Cuba C-2781" (crecimiento indeterminado
intermedio).

Esta podria ser la causa de la mejor respuesta en cuanto
a la regeneracién de plantas in vitro del cultivar
‘Cubanacén- 1243’ con respecto a los otros cultivares
estudiados.

Se ha descrito por numerosos autores la utilizacion de
los segmentos foliares de Lycopersicon esculentum
Mill.para la regeneracién de plantas in vitro con diferentes
fines (Evans et al., 1984; Zorzoli et al, 1993); sin embargo,
estos resultados indican la necesidad de realizar un
estudio previo para lograr la mejor respuesta in vitro , ya
que esta depende de la interaccién del genotipo con el
explante que se utilice.

El hecho de que las plantas puedan regenerar facilmente
a partir de explantes foliares sugiere la factibilidad de utilizar
estas técnicas para la regeneracion de protoplastos
obtenidos a partir del mesdfilo de las hojas, lo cual es
particularmente promisorio por la posibilidad que brinda la

hibridacién soméatica (Kut y Evans, 1982) y la introduccion
de genes de interés (Horsch et al., 1985; Mc Cormick et
al., 1985).

El potencial de formacion de brotes de diferentes explantes
de tomate ha sido estudiado con anterioridad; sin
embargo, la respuesta es diferente en todos los casos,
asi por ejemplo se ha reportado que los explantes mas
apropiados han sido los hipocétilos (Gunay y Rao, 1980),
las hojas (Kartha et al., 1976) y las hojas cotiledonales
(Schiitze y Wieczorrek, 1987; Ichimura y Oda, 1995), lo
cual pudiera deberse a la diferencia en los genotipos
utilizados.

No obstante, en un estudio realizado para determinar los
factores ptimos relacionados con la transformacion de
tomate, se obtuvo que los explantes hojas cotiledonales
produjeron mas brotes y respondieron mejor que otros
explantes (hipocdtilos y hojas) en el medio de regeneracion
MS suplementado con AIA 0,1 mg/L y BAP 1 mg/L, por
lo que ha sido utilizado recientemente para la obtencion
de plantas transgénicas de tomate resistentes al virus del
mosaico del pepino (CMV) y al hongo Fusarium
oxysporiumf. sp. lycopersici (AVRDC, 1998).

La regeneracion de plantas de manera eficiente a partir
de los cotiledones cultivados in vitro ha sido reportada
también para la especie L. hirsutum (Stommel y Sinden,
1991), cuyos autores encontraron que la capacidad de
formacién de brotes de diferentes explantes es también
evidente en callos derivados de protoplastos que regeneren
brotes.

Los estudios realizados en este trabajo pueden ser
utilizados en diferentes programas de mejoramiento para
obtener materiales resistentes o tolerantes al ataque de
patgenos, ya que debido a la decreciente variabilidad
genética presente en las variedades liberadas en forma
secuencial, las especies afines constituyen la fuente
primordial de genes de importancia agronémica (Tanksley
et al., 1989).
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Fig. 1. Porcentajes de formacion de callos segun la interaccién genotipo-explante.

(Letras iguales no difieren significativamente al 5%).
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Fig. 2. Porcentajes de callos morfogenéticos segun la interaccién genotipo-explante.

(Letras iguales no difieren significativamente al 5%).
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Fig. 3. Porcentaje de callos con desarrollo morfogenético obtenidos en dependencia de la interaccién genotipo-explante.
(Letras iguales no difieren significativamente al 5%).
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Fig. 4. Nimero de véstagos por explantes obtenidos en dependencia de la interaccién genotipo-explante.
(Letras iguales no difieren significativamente al 5%).
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran el
efecto de los diferentes explantes y genotipos utilizados
sobre la respuesta organogenética obtenida in vitro, lo
que evidencia la necesidad de seleccionar las mejores
combinaciones para disponer de un sistema eficiente de
regeneracion de plantas para aplicar en futuras
investigaciones.
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