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Comportamiento in vitro de cultivares seleccionados de
tomate Lycopersicon esculentum. |ll. Estudio de la
callogénesis y rizogénesis espontanea
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RESUMEN

Se estudio el efecto de diferentes genotipos, medios de cultivo y explantes sobre la induccién y crecimiento de los callos de tomate, asi como la
rizogénesis espontanea que se observo en cada caso. Estos parametros se evaluaron mediante una escala de rangos para no destruir los cultivos. Los
resultados obtenidos demuestran que existen diferencias significativas entre los factores estudiados para todas las variables evaluadas. En
general se observaron los mejores resultados cuando se utilizan los segmentos de hipocétilos como explantes. El cultivar “Cubanacan-
1243"mostréd las mejores respuestas en la induccion y crecimiento de los callos. No se detectan diferencias entre los diferentes medios de
cultivo, excepto para la rizogénesis espontanea. Se obtuvo una correlaciéon negativa entre el crecimiento del callo y la rizogénesis obtenida en
cada medio de cultivo.
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ABSTRACT

Effects of different genotypes, culture media and explants on induction and growth of tomato callus and spontaneous rhizogenesis were
studies. These factors were evaluated by ranges scale for avoid destroy the cultures. The results shown significative differences among the
aspects studied. The best results were observed in genotype “Cubanacan- 1243” and the segments of hypocotyls as explants. Differences
didn‘ t observed among the culture media used except to spontaneous rhizogenesis where was obtained a negative correlation with growth
callus.
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INTRODUCCION Muchos autores estudian la resistencia de los callos
El potencial de aplicacion de las técnicas de cultivo de propiamente, mientras que otros también toman en
tejidos para la induccion de una nueva variabilidad consideracion la resistencia de las plantas regeneradas
genética y su utilizacién en los programas de a partir de la formacion de brotes adventicios
mejoramiento vegetal ha sido ampliamente discutido directamente de un explante o en los callos
(Mg, 1991; Karp, 1995; Mohan, 1998). seleccionados previamente (Cassells, 1998).
La induccién de tolerancia o resistencia mediante los Sin embargo, el esquema general de las etapas a seguir en
métodos in vitro en las variedades comerciales, es una un sistema de seleccion in vitro contempla la utilizacion de
alternativa promisoria, debido a las dificultades para los cultivos de callos paraimponer las condiciones selectivas
transferir caracteres de otras variedades, por los métodos en el medio de cultivo, ya que éstos son mas apropiados
convencionales de mejoramiento genético. para realizar la seleccion (Collins & Dix, 1990), por lo que
se hace imprescindible caracterizar el crecimiento de los
Muchos sistemas de cultivo de diferentes niveles de mismos antes de iniciar cualquier trabajo en este sentido.
complejidad pueden ser usados como la base de una
seleccion in vitro y la eleccion dependera de la estrategia El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de
de seleccion que sera aplicada y la capacidad de los diferentes factores como genotipo, explante y medio de
cultivos para ser manipulados (Loffer & Florack, 1997). cultivo sobre la induccion, crecimiento y rizogénesis de
los callos de tomate para su posterior utilizacion en
Desde que Binding y colaboradores en 1970, sistemas de seleccion in vitro.

demostraron que es posible seleccionar a partir de .
cultivos de callos, éstos han sido utilizados dentro de MATERIALES Y METODOS

los programas de seleccion in vitro para busqueda de 1) Material vegetal:

resistencia a factores biéticos (Wenzel & Foroughi-Wehr, Se utilizaron semillas de tomate Lycopersicon esculentum
1990; Toyoda & al., 1991; Ueno & al., 1994) y/o abiéticos var. cerasiforme cv. ‘Cubanacan 1243’ y de Lycopersicon
(Zamora & al., 1991; Srivastava & al., 1995). esculentum cvs. ‘Cuba C 2781’ y ‘Campbell- 28’,

seleccionados por mostrar diferentes grados de
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susceptibilidad frente al ataque del hongo Alternaria solani,
segun criterios de varios afios de evaluacion en la coleccion
del banco de germoplasma del INIFAT (Gonzalez-Chavez &
al., 1997). Las mismas fueron lavadas con agua corriente y
detergente comercial con la adicion de 2 gotas de Tween-80
y para su desinfeccion fueron sumergidas en una solucién
de hipoclorito de sodio al 2% durante 15 minutos y lavadas
con agua estéril tres veces. Posteriormente fueron sembradas
en condiciones asépticas en medio Murashige & Skoog,
(1962), sin suministro hormonal y 3% de sacarosa.

Los cultivos se mantuvieron en un fotoperiodo de 14
horas luz, a una temperatura de 25 + 2°C hasta que las
plantulas desarrollaron su primer par de foliolos.

2) Medios de cultivo:

En condiciones asépticas se seccionaron los foliolos e
hipocétilos en fragmentos de aproximadamente 1 cm de
longitud y se sembraron en el medio MS con 3% de
sacarosa, suplementado con acido naftalén acético (ANA)
2mg.L 'y diferentes citoquininas: Medio M1 - 6 bencil amino
purina (BAP), Medio M2 - 6 furfuril amino purina (KIN) y
Medio M3 - 6 g, g, dimetil alil amino purina (2iP), todas
adicionadas en una concentracion de 1 mg.L™.

El pH de los medios fue ajustado a 5,8 antes de afadir
elagar7 g.L", realizandose la esterilizacion en autoclave
a 121 °C durante 20 minutos a 1,5 atm de presion.

Cada tratamiento (Tabla I) estuvo representado por 10
réplicas y se mantuvieron en un régimen de 14 horas luz y
25 + 2°C durante 30 dias. Finalizado este periodo se
transplantaron a los mismos medios de cultivo por igual
periodo de tiempo. Se establecié una escala de rangos, la
que se utilizé para evaluar la induccion y crecimiento de
los callos, su color, su consistencia y la rizogénesis
espontanea a los 30 dias de cultivo (Tabla Il).

3) Andlisis estadisticos:

Los datos obtenidos se evaluaron mediante una prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis sobre una base factorial
y los tratamientos fueron comparados por medio de la
prueba de Student- Newman- Keuls. Se aplicé la correlacion
de Spearman para evaluar la correlacion entre el
crecimiento de los callos y la rizogénesis espontanea.
En todos los casos se empleé el paquete de programas
estadisticos TONYSTAT (Sigarroa, 1985).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla Ill se muestra el resultado del analisis
estadistico, en el cual se observan diferencias altamente
significativas en la interaccion de todos los factores
(Genotipo x Explante x Medio) tanto para la induccion
(H: 121,784 ***) y crecimiento de los callos
(H: 92,585 ***), asi como para la rizogénesis espontanea
obtenida (H: 48,823 ***).
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Los resultados muestran que en todos los tratamientos
evaluados se obtuvo la induccion de los callos y el posterior
crecimiento de los mismos obteniéndose en la mayoria
de los casos diferencias significativas entre los factores
en estudio.

Induccién de callos:

En la figura 1 se observan los resultados obtenidos en la
induccion de callos. Las mejores respuestas se observaron
al utilizar ambos explantes del cv ‘Cubanacan — 1243’
independientemente del medio utilizado (tratamientos 1
al 6), existiendo solamente diferencias significativas entre
el tratamiento 2 (hojas en el medio M2 suplementado con
KIN).

En cuanto al cv. ‘Cuba C-2781’ (tratamientos 7 al 12), las
mejores respuestas se obtuvieron con el explante
hipocétilo, observandose diferencias entre los medios de
cultivo empleados. La induccidn de callos en el medio M1
(tratamiento 10) no mostro diferencias significativas con
relacion a las respuestas obtenidas en el cv. ‘Cubanacan-
1243

Por otra parte, el cv. ‘Campbell-28’ (tratamientos 13 al 18)
mostré los resultados mas bajos, no obteniéndose en
ninguna combinacion estudiada una induccion maxima o
media de los callos.

Estos resultados confirman el efecto del genotipo en
la induccidon de callos, aspecto planteado con
anterioridad por Pérez & al. (2003) quienes encontraron
diferencias en el comportamiento entre las variedades
de arroz estudiadas en cuanto al porcentaje de
formacion de callos y las caracteristicas morfolégicas
de los mismos.

Crecimiento de los callos:

Resultados similares se observan al analizar el
crecimiento de los callos (Fig. 2.), donde de nuevo se
observan los mayores valores con el cv. ‘Cubanacan
1243’ con relacién a los otros cultivares evaluados y
las mejores respuestas en el crecimiento de los callos
en los explantes hipocdtilos cuando se cultivan en los
medios M2 y M3.

Para el cv. ‘Cuba C - 2781’ el crecimiento maximo fue
obtenido en el medio M1 con el explante hipocotilo, el
cual se ha mostrado con anterioridad apropiado para
lograr un 6ptimo crecimiento de los callos(Rodriguez &
al., 2002).

Otra vez se observo que el cv. ‘Campbell 28’ mostré los
valores mas bajos de crecimiento, resultando como
promedio en todos los medios utilizados un crecimiento
minimo de los callos.
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TABLA |
Diferentes tratamientos utilizados para evaluar el efecto del genotipo, explante y medio de cultivo en la callogénesis

y rizogénesis espontanea en los cultivares estudiados.

TRATAMIENTO GENOTIPO EXPLANTE MEDIO DE CULTIVO
1 M1
2 Hojas M2
3 M3
4 Cubanacan- 1243 M1
5 Hipocatilos M2
6 M3
7 M1
8 Hojas M2
9 M3
10 Cuba C-2781 M1
1" Hipocatilos M2
12 M3
13 M1
14 Hojas M2
15 M3
16 Campbell- 28 M1
17 Hipocatilos M2
18 M3

M1- MS + 2 mg/L ANAY 1 mg/L BAP.
M2- MS +2 mg/L ANAy 1 mg/L KIN.
M3- MS + 2 mg/LANAY 1 mg/L 2iP.

Segun la escala de valores propuesta, los callos cuando
fueron evaluados tenian un peso promedio de: 0,05
mg (explante inicial), (1) 0,25 mg (crecimiento minimo),
(1) 1,15 mg (crecimiento medio), (lll) 1,75 mg
(crecimiento activo) y (IV) 3,15 mg (crecimiento
mMaximo).

Los resultados muestran un comportamiento diferente entre
los genotipos utilizados. El cv. ‘Cubanacan 1243’ mostro
los mejores resultados tanto en la induccién como en el
crecimiento de los callos, correspondiendo al explante
hipocétilo las mejores respuestas.

El comportamiento del cv. ‘Campbell 28’ en cuanto a la
baja capacidad de induccién y crecimiento de los callos,
coincide con la reportado por Capote & al. (2001) al
estudiar la capacidad de regeneracion de brotes de
estos genotipos, donde se observé una respuesta muy
baja (0,10 vastagos/ explante) en este cultivar, lo que
pudiera deberse a su genotipo, caracterizado por
presentar un crecimiento determinado tipico, el cual
limita el crecimiento de la planta.

En este estudio los medios suplementados con BAP
(M1) y KIN (M2) resultaron superiores, tanto para la
induccion como el crecimiento de los callos, con relacion
al medio donde se adicioné 2iP (M3). Sin embargo, se
ha observado que no siempre el medio de mayor
induccion corresponde al medio de mayor crecimiento,
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ya que se ha demostrado que los medios difieren
significativamente, indicando su influencia directa sobre
el crecimiento de los callos (Prede & al., 2001).

TABLAII
Escala de rangos empleada para evaluar los parametros
estudiados en la obtencion de callos en los diferentes
cultivares de tomate.

Escala

(1) Sinrespuesta

(2) Minima

(2) Minima

(3) Media

(4) Maxima

(1) Minimo

(2) Medio

(3) Activo

(4) Maximo

(1) Crema palido

(2) Pardo claro

(3) Pardo oscuro

(4) Verde claro

(1) Friable

(2) Compacto

(1) Nula

(2) Minima (1-5 raices)
(3) Media (5- 10 raices)
(4) Maxima (mas de 10 raices)

Parametros

Induccién

Crecimiento

Color

Consistencia

Rizogénesis
espontanea

NN NN s NN NN AN ] NN N4
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De las hormonas empleadas para la obtencion de callos
de tomate, las combinaciones de ANA y BAP muestran
una excelente capacidad para inducir la formacién de
los mismos, aunque las concentraciones 6ptimas de
estas hormonas varian en dependencia del cultivar
utilizado. Asi esta planteado, que los tejidos cultivados
pueden desarrollar callos en dependencia de la
composicion del medio (especialmente el balance
hormonal), las condiciones de cultivo y factores tales
como el genotipo de la planta donante, pudiéndose
utilizar como explante cualquier érgano o tejido (Hille &
al., 1989).

La tabla IV muestra los resultados obtenidos para los
caracteres color y consistencia de los callos segun las
variantes estudiadas. En ella se observa que el color de
los mismos va desde un crema hasta un pardo oscuro y
solamente los callos obtenidos al cultivar los segmentos
de hipocétilos del cv. ‘Cubanacan 1243’ en el medio M1
muestran una coloracion verde claro. Esta variacion en
el color y textura de los callos, asi como en la capacidad
morfogenética de los mismos se debe en gran medida al
genotipo utilizado (George, 1993). Por otra parte, se ha
planteado que los callos que presentan color oscuro
pierden su potencial organogenético, lo cual es un
sintoma de senescencia en el cultivo del tomate
(Cappadocia & Ramulu, 1980).

En todos los casos, los callos mostraron una consistencia
compacta, aspecto positivo si se tiene en cuenta que
Vnuchkova (1977) observd que solamente los callos de
tomate mas densos obtenidos en las concentraciones
mas altas de hormonas pueden ser inducidos a formar
brotes.

Por su parte, Ali & Shijun (1994) plantearon que la
presencia de los diferentes reguladores del crecimiento
revela una gran variacion en la formacion de callos,
tamafo, color y dureza de los mismos en los diversos
genotipos de tomate utilizados, lo cual coincide con
nuestros resultados.

Rizogénesis espontanea:

El analisis estadistico de los resultados obtenidos en la
induccion espontanea de raices mostro diferencias
altamente significativas (H: 48,823 ***) entre los factores
estudiados (Tabla Ill).

El mayor valor de induccién de raices se obtuvo con los
explantes hojas del cultivar ‘Cubanacan- 1243’ cultivados
en el medio M3, el cual difiere significativamente del
resto de los tratamientos (Fig. 3.).

En general, se observa que los tratamientos 6, 12y 18
(Tabla ) muestran los mayores valores de induccion de
raices, los cuales corresponden al medio suplementado
con 2iP (M3).

Al calcular el coeficiente de Spearman entre los valores
obtenidos de rizogénesis en los diferentes medios de
cultivo utilizados se encontré una correlacion negativa
en todos, pero resulté solamente significativa para el
medio M3 (Tabla V), donde se observa un menor
crecimiento, lo que demuestra que tanto la induccion
como el crecimiento de los callos se ve reducida en
medios que estimulan la induccién de raices.

Los cultivos de tejidos de tomate presentan una relativa
autonomia en cuanto a la diferenciacién de raices se
refiere (Coleman y Greyson, 1977) cuestion que no
siempre resulta deseable, sobre todo cuando se desea
utilizarlos en experimentos donde se requiere el uso del
tejido indiferenciado. Se plantea que esa autonomia es
debida a las altas concentraciones de auxinas endogenas
presentes en estas plantas (Kartha & al., 1976).

Es de gran utilidad evaluar el crecimiento de los callos y
otras caracteristicas de los mismos con el empleo de
una escala de rangos y con un analisis biométrico
adecuado sin necesidad de destruir los cultivos, para su
futura utilizaciéon en otras investigaciones (Gonzalez,
1984).

TABLA llI
Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para la evaluacion de los callos obtenidos en los diferentes tratamientos
segun los parametros estudiados. (*** diferencias significativas p<0.01).

Valores de H y su significacion
Parametros Induccion Crecimiento Rizogénesis
Genotipos 84,178 *** 55,495 *** 0,587 ns
Medios 0,802 ns 0,854 ns 22,409 ***
Explantes 8,477 ** 15,4308 *** 7,6523 **
Genotipo x Explante 96,619 *** 91,089 *** 21,863 ***
Genotipo x Medio 91,216 *** 59,398 *** 24,169 ***
Medio x Explante 4,957 ns 17,155 *** 72,621 ***
Genotipo x Medio x Explante 121,784 *** 92,585 *** 48,823 ***
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TABLA IV
Variaciones obtenidas en el color y consistencia de los callos de tres cultivares de tomate bajo las diferentes condiciones
evaluadas.
Genotipo Explante Medio Color del callo Consistencia del callo
M1 Crema Compacto
Cubanacan Hojas M2 Crema Compacto
1243 M3 Pardo oscuro Compacto
M1 Verde claro Compacto
Hipocodtilos M2 Crema Compacto
M3 Crema Compacto
Cuba C 2781 M1 Crema Compacto
Hojas M2 Pardo oscuro Compacto
M3 Crema Compacto
M1 Pardo oscuro Compacto
Hipocatilos M2 Pardo claro Compacto
M3 Crema Compacto
Campbell 28 M1 Crema Compacto
Hojas M2 Pardo oscuro Compacto
M3 Pardo oscuro Compacto
M1 Crema Compacto
Hipocatilos M2 Pardo oscuro Compacto
M3 Crema Compacto
A través de nuestro trabajo se evidencia que es posible BIBLIOGRAFIA

utilizar la escala de rangos para evaluar otros parametros,
como es la rizogénesis espontanea, sin afectar los
cultivos, lo que permite su aplicacion en investigaciones
relacionadas con la induccion y crecimiento de los callos
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Fig. 1. Resultados de la Prueba de Student- Newman- Keuls (p< 0,01) para la induccion de los callos de los cultivares estudiados en los diferentes
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Fig. 3. Resultados de la Prueba de Student- Newman- Keuls (p< 0,01) para la rizogénesis espontanea en los callos de los cultivares estudiados en

los diferentes tratamientos.
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