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Efecto de diferentes factores sobre la regeneraci6n de 
plantas in vitro a partir de foliolos de cinco genotipos de 
tomate (Lycopersicon esculentum Mill.). 
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RESUMEN 
Se estudi6 el efecto de diferentes medias de cultivo sabre la capacidad de regeneraci6n del tejido foliar en tornate (Lycopersicon esculentum 
Mill.). La respuesta se determin6 evaluando las variables: Tasa de Desarrollo (TD) y Tasa de Prolificidad (TP). Mediante la Prueba t de Student 
fueron detectadas diferencias significativas entre los medios de cultivo empleados. Los mejores resultados se obtuvieron al cultivar los foliolos 
en el medio MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con ANA o, 175 mg/L y BAP 1,5 mg/L. El efecto de los diferentes genotipos sobre la 
mortoqenesls fue evaluado por las variables anteriores y el Porcentaje de Callas (PC). Los resultados se evaluaron por un Analisis de Varianza 
( ANOVA) de clasificaci6n simple y se determin6 la repetibilidad del caracter, Las variables Porcentaje de Callos y Tasa de Desarrollo resultaron 
ser caracteres mas estables que la Tasa de Prolificidad. Esta ultlma varia en dependencia del genotipo utilizado. 
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ABSTRACT 
The effect of different culture media on the regeneration of tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) leaf tissue was studied. The response was 
determined by the evaluation of the rate of: Development (TD) and Prolificity (TP). Significant differences between the employed culture media 
were found using the t Student test.The best results were obtained when the leaflets were cultivated on MS ( Murashige and Skoog, 1962) 
suplemented with ANA O, 175 mg/L and BAP 1,5 mg/L. The effect of different genotypes on morphogenesis was evaluated by the same rates 
and the Calli Per.centage (PC). Results were evaluated by a variance analysis of single classification and the repetibility of the character was 
determinated. PC and TD were more stable than TP, which varies depending on the genotype used. 
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INTRODUCCION 
El tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) constituye la 
principal especie hortfcola en Cuba; no obstante, su 
producci6n resulta insuficiente por lo que se estan 
desarrollando programas de mejoramiento genetico para 
obtener variedades con mayores rendimientos y 
adaptabilidad. Dentro de estos las tecnlcas de cultivo in 
vitro constituyen una valiosa herramienta por las 
perspectivas que ofrece en el mejoramiento de las 
especies vegetales. 

La regeneraci6n directa de plantas a partir de segmentos 
foliares en tomate ha sido reportada par diversos autores 
(Kartha et al., 1976; Behki y Lesley, 1980; Kuty Evans, 
1982; Zorzoli et al., 1989-1993), brindando una excelente 
via para su aplicaci6n en la selecci6n In vitro para obtener 
resistencia a facto res bi6ticos y/o abi6ticos (Evans, 1985), 
asl como su utilizaci6n para la introducci6n de caracteres 
deseables en genotipos seleccionados mediante las 
tecnicas de ingenierfa genetica (Horsch et al., 1985). 

Se conoce que la capacidad orqanoqenetica en tomate 
es un caracter complejo que resulta de la interacci6n de 
diferentes factores siendo los de mayor importancia la 
combinaci6n de reguladores del crecimiento adicionados 
a los medias de cultivo, y el genotipo utilizado (Behki y 

Lesley, 1976). 

El objetivo del presente trabajo es demostrar el efecto de 
diferentes medias de cultivo y genotipos sobre la 
capacidad de regeneraci6n in vitro de tejidos foliares de 
diferentes ~enotipos de tomate. 

MATERIALES V METODOS 
Se utilizaron semillas de diferentes If neas promisorias de 
tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) (G1 , G2, G3, 
G4 y G5) seleccionadas para incluir en las programas de 
mejoramiento genetico. 

Las semillas fueron previamente lavadas con agua y 
detergente comercial con dos gotas de Tween-80 (1 hora) 
y sumergidas en una soluci6n de lejf a comercial al 2% 
durante 15 minutos. Posteriormente se enjuagaron con 
agua destilada esteril por tres veces. 

Para la germinaci6n in vitro se emple6 un medio basal 
MS (Murashige y Skoog, 1962) sin la adici6n de 
reguladores del crecimiento. 

Los foliolos provenientes de las plantulas de 1 O a 15 dlas 
de edad de los genotipos G3 y G4, fueron seccionados 
en segmentos (5 x 5 mm) y cultivados con el enves en 
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contacto con el medio de cultivo. Se cultivaron seis frascos 
por variante (5 explantos/ frasco). 

Se utiliz6 el media.MS con la adici6n de sacarosa 30 g/L 
y acido indol acetico (AIA) 0, 175 mg/Ly se suplement6 
con 6- bencil amino punna (BAP) 1,5 mg/L (Media 1) y 
2,25 mg/L (Media 2). El pH de las medias fue ajustado en 
todos las casos a 5,8 con HCI o NaOH previo a la adici6n 
de agar (7 g/L) y los mismos fueron esterilizados en 
autoclave a 121 QC durante 20 minutos. 

El cultivo se realiz6 en una carnara de crecimiento con un 
fotoperfodo de 14 horas luz y una temperatura de 
(25 ± 2) QC. A las ocho semanas de cultivo se evalu6 la 
'capactdac de regeneraci6n de vastaqos sequn las 
siguientes variables propuestas par Zorzoli et al. (1992): 
Tasa de Desarrollo (TD): nurnero de foliolos desarrollados 
en funci6n del nurnero de foliolos cultivados 
(considerandose foliolos desarrollados las que produjeron 
callas, primordios y/o vastaqos) y Tasa de Prolificidad (TP): 
nurnero de vastaqos par foliolos desarrollados (se 
considera vastaqo al primordio que presenta el primer 
foliolo expandido). Ambas variables se evaluaron 
estadfsticamente mediante una Prueba t de Student 
(P< 0,01). 

A partir de estos resultados se seleccion6 el media 1 y 
se evalu6 el efecto de un mayor numero de genotipos. Se 
sembraron segmentos foliares de las genotipos G1, G2, 
G3 , G4 y GS y se cultivaron en las mismas condiciones 
anteriormente descritas. 

. Se evaluaron las variables antes planteadas (TD y TP) y 
se consider6 adernas la variable Porcentaje de Callos (PC) 
con el objetivo de estimar la capacidad de desdiferenciaci6n 
de estos tejidos. 

En este caso las variables fueron analizadas por un 
ANOVA de clasificaci6n simple y las diferencias 
significativas determinadas mediante una prueba de 
Newman-Keuls 5%. Se estim6 adernas, la repetibilidad 
(r) para cada variable estudiada. Previo a la realizaci6n 
del analisis estadfstico se us6 la transformaci6n 1/---jx 
para los datos obtenidos. Todos los analisis se realizaron 
sequn el programa estadf stico STATITCT. 

RESULTADOS Y DISCUSIQN 
Entre los 45 y 60 df as de cultivo fue evidente el desarrollo 
de las primordios caulinares y del primer foliolo expandido 

· en los vastaqos (Fig. 1 ). Se observ6 que la mayor inducci6n 
de brotes ocurri6 sobre la zona de corte y la haz de las 
-explantos, lo que coincide con lo planteado por del Valle 
y Raymundo (1993). 

Las ventajas de cultivar los foliolos con el enves en contacto 
con el media ha sido planteada anteriormente. Raymundo 

et al. (1998) reportan la propagaci6n del tomate utilizando 
segmentos foliares, y obtienen la mayor capacidad de 
regeneraci6n (59,97 %) y un mayor numero de brotes por 
explanto (2,44) al cultivarlos con el enves en contacto con 
el medio de cultivo. 

Fig. 1. Desarrollo de brotes y vastaqos a partir de tejido foliar de 
tomate (Lycopersicon esculentum) cultivado en media MS suplemen­ 
tado con AIA 0, 175 mg/L y BAP 1,5 mg/L. 

En la figura 2 se observa la respuesta morfoqenetlca 
del tejido foliar de tomate obtenida en las diferentes 
concentraciones de BAP estudiadas. Los resultados 
obtenidos mostraron diferencias significativas para TD 
(t = 5,5376 ***) y TP (t = 3,9158 ***) en los medios 
utilizados. Para ambas variables se obtuvieron los 
mejores resultados en el media 1 ( MS+ AIAO, 175 mg/Ly 
BAP1 ,5 mg/L),combinaci6n que ha sido reportada efectiva 
para otros genotipos estudiados por Zorzoli et al. (1988). 

Por otra parte, las resultados obtenidos no mostraron 
diferencias significativas en dependencia del genotipo 
utilizado; sin embargo, las diferencias geneticas para la 
capacidad de formaci6n de brotes en los diversos 
genotipos de Lycopersicon esculentum han sido descritas 
en numerosos trabajos (Ohki et al., 1978; Tan et al., 1987). 

Debldo a los resultados anteriores se seleccion6 el medio 
1 (M1) y se emple6 para analizar el comportamiento de 
un mayor numero de genotipos. Los resultados mostraron 
que existen diferentes respuestas de estos para todas 
las variables analizadas. Las variables PC (Fig. 3) y TD 
(Fig. 4) solamente mostraron diferencias significativas para 
el genotipo G5 existiendo una repetibilidad de 
r = O, 73 y r = O, 75 respectivamente, lo cual indica una 
alta estabilidad para estos caracteres. 

La regeneraci6n de brotes en genotipos de tomate esta a 
menudo acompafiada por la formaci6n de callos sabre el 
explanto inicial (Hille et al., 1989). Se plantea que la 
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formaci6n de brotes ocurre como un resultado de la 
orqanoqenesls y requiere de un periodo inicial de prolif.e­ 
raci6n de callos el cual esta estimulado por la presencia 
de las auxinas end6genas o por la adici6n de auxinas y 
citocininas al medio de regeneraci6n (Kut et el., 1983). 

El elevado Porcentaje de Callos es un caracter de gran 
utilidad para los estudios de rnutaqenesis y resistencia a 
factores bi6ticos y/o abi6ticos ya que permite aplicar un 
alto f ndice de selecci6n in vitro en materiales promisorios 
(Kut et al., 1983). 

Evans y Sharp (1983) demostraron que los brotes 
regenerados a partir de estos a veces resultan 
rnutaqenicos, por lo que sugiere que pueden ser utilizados 
para introducir rapidarnente variabilidad genetica en este 
cultivo. 

En la tabla I se muestra el Porcentaje de Callos que 
desarrollaron vastaqos y el numsro de vastaqos por 
explanto para cada genotipo utilizado. En ella es posible 
observar la influencia que ejerce el genotipo en la respuesta 
rnorfoqenetica del tejido foliar. 

La linea G1 mostr6 los valores mas altos de porcentaje 
de explantos con desarrollo de vastaqos (73 %) y un 
nurnero de vastaqos / explanto (6,21 ), mientras queen la 
lfnea GS no fue posible obtener brotes en las condiciones 
estudiadas. 

Con relaci6n a la variable TP se detectaron diferencias 
significativas entre los genotipos estudiados (Fig. 5). Esta 
variable mostr6 un valor de repetibilidad menor (r = 0,47) 
que las otras estudiadas (PC y TD) par lo que se puede 
asumir que es un caractsr menos estable fuertemente 
influenciado por el genotipo utilizado. 

Los genotipos G1 (1,97) y G2 (1,81) mostraron las valores 
mas altos de TP y no difieren significativamente entre sf, 
lo cual permiti6 clasificarlos como genotipos de eleva­ 
da capacidad de regeneraci6n a diferencia de GS que 
present6 muy baja capacidad (0,83). Par su parte, las 
genotipos G3 y G4 mantuvieron un comportamiento 
intermedio. 

Kurtz y Lineberger (1983) encontraron diferencias 
genotfpicas en la habilidad para regenerar brotes y el 
nurnero promedio de brotes regenerados sequn el medio 
de cultivo utilizado y sus resultados mostraron que 
algunos cultivares producen numerosos brotes mientras 
que otros fueron mas recalcitrantes. 

Aun asf, la mayorfa de los laboratorios reportan solamente 
la inducci6n de uno a tres brotes/ explanto con un 
maxima de seis obtenido por DeLaughe y DeBruijne 
(1976), resultados que concuerdan con los obtenidos 
recientemente par Fuentes et al. (1998) al estudiar las 
condiciones de cultivo para la regeneraci6n de plantas de 
tomate a partir de cotiledones y hojas, donde plantean la 
obtenci6n de 2, 75 y 3 brotes/ explanto respectivamente. 

La diferente respuesta in vitro se debe a las interacciones 
existentes entre las genotipos y la composici6n hormonal 
de los medios de cultivo en la regeneraci6n de 6rganos a 
partir de explantos de tomate (Thurling y Mullegadoo, 
1988). 

Los resultados de este trabajo confirman que existe 
variabilidad qenetica para la capacidad orqanoqenetica, 
dada par las diferentes respuestas de los genotipos 
estudiados reportada por otros autores (Zorzoli et al., 
1988) y concuerdan con la clasificaci6n de genotipos 
propuesta para la regeneraci6n in vitro de vastaqos a 
partir del tejido foliar en tomate. 

CONCLUSION ES 
-La mayor inducci6n de brotes en el tejido foliar de tomate 
se obtuvo en el media MS suplementado con AIA 0, 175 
mg/L y BAP 1,5 mg/L. 

Los resultados obtenidos corroboran la marcada influencia 
del genotipo en la respuesta rnortoqenetica, lo cual nos 
permite mantener la clasificaci6n de genotipos propuesta 
anteriormente por otros autores. 

-Es factible utilizar estos resultados en investigaciones 
relacionadas con la selecci6n in vitro a factores bi6ticos 
y/o abi6ticos y para la transformaci6n genetica de 
genotipos deseados. 

TABLA I 
Efecto de diferentes genotipos en la capacidad de regeneraci6n de foliolos de tomate (Lycopersicon escu/entum Mill.). 

GENOTIPO Porcentaje de explantos Numero de 
con vastaqos vastaaos/ exolanto 

G1 73 a 6,21 a 

G2 59 a. 4,23 ab 

G3 50 b 3,09 b 

G4 38 C 1,57 C 

GS 0,8 d 0,00 d 
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Efecto de diferentes madlos dg cultivo en la regeneraci6n de 
foliolos. 
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Fig. 2. Efecto de diferentes medias de cultivo en la regeneraci6n de_ foliolos de tomate (incluye ambos genotipos evaluados). 

lnducci6n de callos en tejido foliar. 

2 

! 1.5 
iv 
0 1 
G) 
'tJ 

i!- 0.5 

G1 G2 

r: lndice de Repetibilidad. 

G3 
Genotipos 

G4 GS 

Fig. 3. Variaciones en el paramstro Porcentaje de Callas (PC) al cultivar en el media M1 los segmentos foliares de los diferentes genotipos 
evaluados. Letras iguales no difieren significativamente entre sf ( a = 0,05). 
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Fig. 4. Tasa de Desarrollo (TD) obtenida en los diferentes genotipos cultivados. Letras iguales no difieren significativamente entre sf ( a= 0,05). 

Desarrollo de vastagos en los genotipos. 

2.5.,/ r=0.47 
2/ C ab 

•O 
Cl) ·c:; 1.5 "Cl ~ C'CI 
~ 1/) 1 . 

~ e 
0. 0.5 

0 
G1 G2 G3 G4 GS 

r: lndice de Repetibilidad 
Genotipos 

Fig. 5. Tasa de Prolificidad (TP) evaluada para cada genotipo cultivado. Letras iguales no difieren significativamente entre sl ( a = 0,05). 
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