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RESUMEN

Actualmente, existen numerosos protocolos de regeneracion in vitro para el
tomate (Lycopersicon esculentum Mill), estos son poco eficientes y muchos de los
brotes no dan lugar a regenerantes normales; por lo que entre los principales
objetivos de este trabajo se encuentra el desarrollo de un protocolo de
regeneracion en el que se emplee un minimo de reguladores del crecimiento o la
sustitucion de estos por bioreguladores que permitan disminuir los costos del
proceso. Para ello, se realizaron diferentes ensayos donde se utilizaron como
explantes segmentos apicales de hipocoétilos y cotiledones, provenientes de
plantulas del cultivar Amalia; cultivandose en medio basal suplementado con
diferentes concentraciones de Pectimorf (1, 5, 10, 15 mg.L™") y Biobras 6 (10, 10°
3 102, 10" mg.L"), en presencia o no de bajas concentraciones de BAP (0.25,
0.5, 1mg.L™"). En una segunda fase del trabajo se desarrollé un nuevo protocolo
de regeneracion para tomate a partir de la metodologia propuesta por Ezura et al.,
(1993) para Capsicum annum L. ; que consistié en el cultivo de secciones de
semillas en ausencia de reguladores del crecimiento. Se realizaron diversos
ensayos en los que se evaluaron diferentes tipos de imbibicién de las semillas y la
accion de bireguladores en el proceso de imbibicion y suplementando el medio de
cultivo, (Pectimorf 10 mg. L™; Biobras-6 10, 10, 102 mg.L™"; BAP 2 mg.L™"; Acido
Giberelico 1, 2 mg.L" y Zeatina 2 mg.L™"). Se caracterizé la regeneracion de brotes
en la superficie de corte de la semilla mediante analisis en el microscopio 6ptico y
microscopio electrénico de barrido. Las vitroplantulas obtenidas a partir de SC
fueron enraizadas en el medio basal y adaptadas a condiciones ex vitro
(Lara,1999; Gonzalez, 1998 y Casanova, 1999). La estabilidad genética de las
vitroplantulas se estudid a través de técnicas de analisis electroforético de las
isoenzimas Prx, GOT, Est y AC en extractos foliares y evaluaciones cuantitativas
del cariotipo. Se pudo constatar que los bioreguladores Pectimorf y Biobras 6
tuvieron un efecto similar al del BAP en cuanto a la formacién de callos, frecuencia
y eficiencia de regeneracion se refiere. La dosis de 10 mg.L™" de Pectimorf

favorecio la regeneracion in vitro de hipocotilos y SC del cultivar Amalia. En las



hojas cotiledonares se logré una eficiente regeneracién directa con el uso del BAP
a concentraciones de 0.5y 1 mg.L™", mientras que con la combinacién de Biobras-
6 (10* mg.L™") y BAP (0.25 mg.L™") se obtuvieron brotes a partir de callos de
crecimiento abundante. La imbibicion de las semillas de tomate durante 48 horas
en agua antes de ser cortadas y cultivadas en medio basal en ausencia de
reguladores del crecimiento aportd los mejores resultados en cuanto a eficiencia y
frecuencia de regeneracion se refiere, no observandose un efecto adicional
cuando se imbibieron las semillas en soluciones BAP (2 mg.L™"), Acido Giberélico
(1, 2 mg.L™"); Pectimorf (10 mg.L™") y Biobras-6 (10*, 103, 10% mg.L") o se
sembraron las SC en medio basal suplementado con BAP (2 mg.L™"), Pectimorf
(10 mg.L™"), Biobras-6 (10* mg.L") y Zeatina (2 mg.L"); ., este proceso
organogénico ocurri6 en solo tres semanas. Las vitropantulas estuvieron
adaptadas a los 15 dias de establecidas en condiciones ex vitro, siendo las mas
vigorosas aquellas provenientes de SC imbibidas por 48 horas en agua. El analisis
morfoldgico, isoenzimatico y del cariotipo de las vitroplantulas, demostré la
similitud de los regenerantes con los genotipos donantes. Se determiné mediante
analisis la factibilidad econdmica del nuevo protocolo de regeneracién que emplea
SC del cultivar Amalia imbibidas en agua por 48 horas y cultivadas en medio basal
como metodologia de regeneracion in vitro para el tomate en comparacién con el
protocolo recomendado para esta variedad por Alvarez et al. (1999b). Este nuevo
protocolo se aplico a cinco cultivares de tomate (Campbell 28, Amalia, Lignon,
Rilia y Floradel), los que presentaron una respuesta morfogenética
cuantitativamente similar demostrandose la efectividad de esta metodologia en

diferentes genotipos de la especie.
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2- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Aplicacién de la biotecnologia a la mejora genética de las
plantas

La biotecnologia vegetal se define como el cultivo y manipulacion de plantas,
embriones vegetales, explantes, tejidos, células y protoplastos en un medio
nutritivo o en condiciones estériles (Pierik, 1990a). Segun Blis (1993) esta técnica
esta siendo utilizada para investigar problemas biolégicos complejos y facilitar la
produccion de nuevos productos prometedores que pudieran ser dificiles o
imposibles de obtener usando un método de cultivo tradicional.

Debido al desarrollo de sistemas eficientes de control de la morfogénesis a partir
de células y tejidos, y técnicas de ADN recombinante, en las ultimas tres décadas
se ha logrado un mayor grado de precision en la manipulaciéon genética vegetal.
Mediante la biologia molecular, con la identificacion de los genes
correspondientes, asi como el estudio de la regulacién de su expresion, se ha
hecho posible el analisis de las caracteristicas individuales de las plantas,
posibilitando la compresion, identificacidon y evaluacion de la regulacion de genes
de interés para la agricultura, a nivel celular y de la planta completa (Dandekar,
1992).

La biotecnologia tiene tres campos dirigidos a la mejora de plantas horticolas:
técnicas de cultivo in vitro, obtencion y manejo de marcadores moleculares y
transformacion de plantas; demostrando un desarrollo especifico y viable en
muchas de estas especies. Estas han permitido aprovechar la variacion
somaclonal (Morales, 1997), transformar plantas con ADN que codifica para
caracteres tan importantes como la resistencia a Pseudomona syningal p.v tomato
(Martin, 1994), o para mejorar el sabor y alargamiento de la vida de los frutos de
tomate en el almacén (Gonzalez, 1994); asi dilucidar la genética de varios
caracteres cuantitativos y de proporcionar un gran cumulo de marcadores
moleculares que sefialan la situacion y posicién de los genes en el genoma de las
plantas, permitiendo a los mejoradores aplicar técnicas denominadas de Seleccién

Asistida por Marcadores (Fernandez, 1999).



La interaccion entre mejoradores y biotecnolégos se plantea como una
identificacion por ambos del problema practico a resolver; de una busqueda de
posibles donantes a realizar por el primero, de un marcaje molecular a efectuar
por el segundo, y de un programa de introduccion del caracter en el que los dos
elaborarian y de una evaluacidon agronomica de los materiales obtenidos que seria
realizada por el mejorador. Después del tercer paso también cabria que el
biotecndlogo abordara la clonacion del gen o genes responsables del caracter y la
transformacion de cultivares que después deberia seleccionar el mejorador
(Cuartero y Sanchez, 1998).

La ingenieria genética es una tecnologia genérica que ha permitido la extensién
del uso de la biotecnologia a situaciones de produccion que pueden 0 no ser
novedosas en el ambito mundial. Esta es una de las herramientas mas poderosas
de la nueva biotecnologia y su utilizacion ha cambiado de manera definitiva la

estrategia de abordar los problemas en la agricultura (Pérez de la Vega, 1997).

2.1.1 El cultivo in vitro

El cultivo in vitro de células y tejidos vegetales comprende una amplia serie de
técnicas para la manipulacién y control en condiciones asépticas de érganos,
tejidos, células, protoplastos, embriones y plantas completas empleando medios
nutritivos artificiales. Los origenes del cultivo de tejidos se remontan a 1902 con
los intentos realizados por Haberlant de cultivar células de plantas, quien postuld
el principio de la totipotencia celular que es la base tedrica sobre la que se basan
todas estas técnicas.

Probablemente, todas las células nucleadas de las plantas superiores son
totipotentes, estando regulada esta potencialidad por la expresion génica y siendo
funcién de complicadas interrelaciones (Lyndon, 1990). La plasticidad, inherente a
dichas células, sugiere que el crecimiento y posteriormente la diferenciacion,
depende en gran medida de estimulos externos (Takahashi et al. , 1995). El medio
de cultivo es el encargado de desencadenar los procesos in vitro que se llevan a

cabo, convirtiendo al cultivo bajo estas condiciones en una importante herramienta



para las investigaciones basicas y aplicadas sobre la regeneracion de las plantas
(Santana, 1993).

Las herramientas necesarias que hicieron posible el avance de estas técnicas
fueron el desarrollo de los medios de cultivo y el conocimiento de los reguladores
de crecimiento, que no estuvieron disponibles hasta finales de los afos 50. A partir
de este momento se sucedieron una serie de acontecimientos como la generacion
de plantas a partir de callos mediante la formacion de embriones somaticos in vitro
(Reinert, 1958) y posteriormente la demostracion de que estos embriones
somaticos se originaban a partir de células aisladas (Backs-Haseman et al., 1970;
Reinert et al, 1971), los cuales confirmaron totalmente la capacidad de
totipotencia de las células vegetales.

Actualmente, dentro de la biotecnologia, es la técnica que mayor aporte practico
ha brindado. Sus aplicaciones van desde los estudios tedricos sobre fisiologia y
bioquimica vegetal (Komamine et al.,1982) hasta la obtencion de plantas libres de
patdgenos (Gidekel y Barrientos, 1999), la propagacion masiva (Kitto, 1997; Vasil,
1998), la conservacion de germoplasma (Withers, 1984), la produccion de
metabolitos secundarios (Misawa, 1994), el mejoramiento genético mediante la
induccion de mutaciones (Cisneros et al., 1998), la seleccion in vitro (Labrada;
1999), la ingenieria genética (Herrera—Estrella, 1999b); otra frecuente utilidad es
su aplicacion a los programas de mejora genética tradicionales, para los cuales es
una herramienta muy eficaz que acorta considerablemente los ciclos de mejora
(Cuartero, 1998).

Las técnicas de cultivo de tejidos estan bien establecidas en muchos laboratorios
de todo el mundo, donde se han desarrollado métodos para la regeneracion,
seguimiento de diferentes variantes de clonaje celular, rapida propagacién de
genotipos, induccién de tejidos haploides provenientes de anteras y polen la
hibridacién somatica, el cultivo de células y la embriogénesis somatica. Ademas,
cabe sefalar que junto con estas metodologias, ha surgido una nueva fuente de
variabilidad intrinseca del cultivo in vitro; la cual se ve favorecida por las
condiciones de cultivo, las fitohormonas utilizadas y el tiempo de cultivo (Gémez,
1998).



2.1.2 Morfogénesis in vitro

La morfogénesis puede definirse como la génesis o iniciacion de la forma de los
organismos vivos. El estudio de la morfogénesis vegetal tiene como objetivo
fundamental identificar los procesos moleculares, bioquimicos y fisiolégicos que
conducen a la aparicion de nuevas estructuras organizadas en el cuerpo de la
planta (Gonzalez, 1999).

El desarrollo historico de la tecnologia del cultivo in vitro va ligado a los intentos
por demostrar experimentalmente la totipotencia celular, es decir, la capacidad de
las células para regenerar el fenotipo de la planta de la que derivan. El proceso de
diferenciacion celular no implica pérdida de material genético sino expresion
diferencial de genes. Por ello, la mayoria de las células vegetales pueden, en
principio, considerarse totipotentes (Pierik, 1990a). Hoy en dia, sabemos que las
células en cultivo pueden manifestar su totipotencia siguiendo la ruta de la
organogénesis o de la embriogénesis somatica. En las dos rutas es posible
distinguir dos modelos de desarrollo morfogénico: la morfogénesis directa o en
ausencia de callos y la indirecta, donde la formacién de callo es previa al
desarrollo de estructuras organizadas.

El establecimiento de cultivos de callos seguido por la formacion de plantas, via de
organogénesis 0 embriogénesis somatica, se ha estudiado en numerosas
especies de plantas (Hidrobo, 1996; Cevallos, 2000). El callo es un crecimiento
desorganizado de células obtenido a partir de determinado tejido, que comienza
su formacioén con el aislamiento de 6rganos o tejidos diferenciados; los cuales
desdiferencian en el medio de cultivo dando origen a una masa amorfa de células.
La formacion de callos es, en forma general, el evento menos importante, sin
embargo, lograr multiplicarlo con buen crecimiento y al final obtener plantas son
las fases o etapas mas dificiles (Pérez, 1998).

La expresién in vitro de una determinada respuesta morfogénica en plantas viene
determinada por la interaccién de numerosos factores, tales como el genotipo de
la planta donante, tipo de explante y estado fisiolégico, asi como la composicidon
quimica del medio nutritivo, las fitohormonas vy el ambiente fisico en el que se

desarrolla el cultivo (Tran Thanh Van y Trinh, 1990). Por el momento, se
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desconoce totalmente el mecanismo de accién de estos componentes en la
morfogénesis. No obstante, las técnicas de ingenieria genética estan permitiendo
desarrollar nuevas estrategias que permitirian, en un futuro préximo, desentrafiar
las bases moleculares de la morfogénesis (Torreli, 1996).

Los métodos de regeneracién de plantas completas mediante procesos de
organogénesis 0 embriogénesis son un instrumento imprescindible para los
diferentes campos de la biotecnologia vegetal; como complemento de los
procesos de transformacién de plantas, de la fusidn de protoplastos y del cultivo

de anteras (Encina et al., 1998).

2.1.2.2 Organogénesis

Es un hecho ampliamente demostrado que la formacion de érganos in vitro a partir
de células y tejidos vegetales, se realiza independientemente de la preexistencia
de meristemos iniciales. La organogénesis comprende el desarrollo de yemas o de
meristemos radicales a partir de los explantes directamente o de los callos (Lech
et al., 1996).La regeneracion a partir de diferentes explantes ha sido estudiada en
diferentes cultivos, y se ha observado que en algunos de ellos ocurre via
organogénesis directa e indirecta (Compton and Veilleux, 1991; Branca,et al.,
1994 y Pratta et al., 1997).

Los brotes son basicamente estructuras monopolares, los cuales presentan
conexiones vasculares con la masa del callo o del tejido. En muchos casos
pueden desarrollarse raices adventicias en el extremo basal de dichos brotes,
dando lugar a estructuras aparentemente bipolares. La organogénesis es, de
forma general, repetitiva: los brotes apicales generan adicionalmente brotes de
meristemos apicales en las axilas de las hojas y los apices radicales producen
raices secundarias a lo largo de las zonas mas maduras. Las yemas y los
meristemos apicales aislados pueden crecer en cultivo y propagarse
asexualmente (Mirghis et al., 1995).

Una vez que son establecidos los explantes y los brotes se han desarrollado, los
cultivos pueden ser subcultivados por muchas generaciones, resultando

incrementada la formacioén de brotes. Los brotes pueden ser escindidos después
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de elongados y generalmente enraizados en iguales condiciones o0 en
invernaderos (Gomez, 1998).

Uno de los principales objetivos en los sistemas de propagacion de plantas es el
de obtener brotes multiples por explantes con una alta frecuencia de regeneracion,
requisito indispensable para justificar el uso de la manipulaciéon genética en los
programas de mejora (Ezura et al., 1993; Brunetti et al., 1997). Diferentes estudios
se han realizado para desarrollar un procedimiento similar que permitiera obtener
plantas con un alto porcentaje de regeneracion provenientes de diferentes
genotipos que diferian en tipo de crecimiento, rendimientos y calidad nutricional de
los frutos.

Autores como Oladokoon et al., (1995); Lech et al., (1997) y Cano et al., (1998),
han investigado la respuesta morfogenética y la regeneracion en diferentes
cultivares de tomate para un amplio rango de concentraciones hormonales y
determinaron que la reaccion de los genotipos podia ser muy diferente ante igual
composiciéon fitohormonal del medio; o que en muchos casos se toma como
evidencia de la diferencia en los contenidos enddégenos de auxinas existentes
entre cultivares de una misma especie. Aun cuando de han realizado estudios
donde se toman diferentes explantes de un mismo genotipo et colocados en
iguales condiciones de cultivo se denota una variabilidad significativa en la
frecuencia y eficiencia de la regeneracién, determinandose que las
concentraciones hormonales éptimas para la regeneracion varian segun el tipo de
tejido y la edad del explante en cuestion (El Farash et al., 1993; Piven y Vallejo,
1994).

Probablemente, la regulacion mas precisa de la formacion de 6rganos en
respuesta a la aplicacion exdgena de auxinas y citoquininas se consigue utilizando
explantes superficiales, esto es, explantos epidérmicos y subepidérmicos que sdlo
contienen entre una y tres capas de células (Tran Thanh Van vy Trinh, 1990). Los
explantes superficiales son un sistema multiprogramable, en el que es posible
efectuando cambios en la relacion auxina/citoquinina, pH, intensidad luminosa y
azucares establecer varios programas morfogenéticos, entiéndase induccion de

yemas vegetativas o florales, raices y callos; aunque siempre se ha comprobado
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que la efectividad del balance entre fitohormonas depende de la especie o

variedad en cuestion (Segura, 1993).

2.1.2.2 Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica es un proceso bioldgico que permite la obtencion de
embriones a partir de una célula o un grupo de células somaticas; esto ocurre de
forma natural en muchas especies in vivo y esta restringido al tejido intraovular.
Este fenomeno ha sido muy empleado durante los ultimos afios en la propagacion
in vitro, ya que contribuye a suministrar a gran escala en un tiempo corto y en un
espacio limitado grandes poblaciones de plantas (Gleddic et al., 1984 citado por
Diosdado, 1997).

Los embriones somaticos son estructuras bipolares con ejes apical y radical bien
definidos y no poseen conexién vascular con el tejido materno; mantienen similitud
en relacion con los embriones cigoticos, excepto que no transcurren por el proceso
de latencia, con una precoz germinacion y pasan por los estadios de desarrollo:
embriones globulares, acorazonados, torpedo y cotiledonares (Cevallos, 1998).
Estas estructuras son capaces de crecer y desarrollarse en plantas normales con
iguales caracteristicas genéticas que la planta que le dio origen. Se presenta,
ademas, una similitud en los programas de expresién génica espacial y temporal
entre embriones somaticos y cigéticos (De Jong et al., 1993).

La aplicacion de técnicas de embriogénesis somatica permite la multiplicacién
masiva de clones selectos de determinadas especies de cultivo extensivo, debido
a la facilidad con que puede ser automatizado todo el proceso productivo los altos
coeficientes de multiplicacion en cortos periodos de tiempo y la posibilidad de
encapsular estas estructuras y obtener semillas artificiales (Pérez, 1998). La
produccion de semillas artificiales permite la conservacion y manipulacion de
embriones somaticos o embriones hibridos obtenidos por cruces entre variedades
0 especies incompatibles y un cierto control sobre su germinacion (Santana,
1998).

Esta via de regeneracion todavia no esta totalmente dilucidada, y poco se conoce

de los eventos morfohistoldgicos, bioquimicos y moleculares que tienen lugar
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cuando las células somaticas se vuelven competentes para producir embriones
somaticos (Menéndez et al., 1994). Una de las etapas mas dificiles y cruciales en
el proceso embriogénico es la sincronizacion de las poblaciones embriogénicas,
asi como la busqueda de marcadores tempranos relacionados con el potencial
embriogénico que permitan predecir la formacién del embrion somatico antes de
que esté presente, especialmente al inicio del cultivo, donde el numero de células
embriogénicas es pequefio y deben ser seleccionadas para obtener frecuencias
de regeneracion adecuadas (Zapata, 1994).

En la actualidad, la embriogénesis somatica es posible inducirla en mas de 200
especies vegetales procedentes de 86 géneros y 34 familias, siendo ésta bastante
comun en las siguientes familias: Ranunculaceas, Rutaceas, Solanaceas,
Umbeliferas y Gramineas (Vasil, 1995; Lukse et al., 1997).

En estudios realizados en Lycopersicon sp. por Gill et al., (1995) y Newman et al.,
(1996) se plantea que dentro de un explante, ciertas células estan
precondicionadas para los eventos morfogenéticos que conducen a la
embriogénesis, por lo que la presencia de reguladores exdgenos del crecimiento,
no solo inciden en el desarrollo de los embriones somaticos, sino que también
estimulan la multiplicacién clonal de las células predeterminadas; encontrar la
combinacion adecuada de fitohormonas que logre desencadenar los procesos
embriogénicos en cultivos recalcitrantes es aun una ardua tarea para los

investigadores.

2.1.3 Fusion de células somaticas

La exploracién de la variacion genética presente en las especies silvestres, es
frecuentemente dificil por la incompatibilidad genética que existe entre estas
especies, e incluso entre géneros. La introgresion de caracteristicas deseadas,
como la resistencia a enfermedades, metabolitos secundarios y componentes del
rendimiento; provenientes de accesiones dentro de una especie cultivada que
pertenecen al mismo género o a diferentes, pueden a veces ser llevadas a cabo,

en algunos casos, por medio de la hibridacion interespecifica (Rumulu, 1996) y el
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subsecuente cruzamiento recurrente con las especies cultivadas, pero los cruces
entre especies de diferentes géneros normalmente fallan (Pierik, 1990a).

No fue hasta 1970, en que Power et al., unieron células somaticas por primera vez
utilizando protoplastos de maiz y avena, logrando con esto la transferencia de
material genético de un individuo a otro, aspecto que solo era posible en el caso
de las plantas superiores mediante medios sexuales. Esta es una forma
totalmente diferente de transmision de material genético que conduce a un
incremento en la variacion genética, cuando se unen dos protoplastos originados a
partir de células somaticas; dando lugar a una hibridacién somatica o parasexual
(Pierik, 1987). En este caso, el numero de cromosomas del hibrido somatico es la
suma de sus progenitores participantes en la fusiéon. Los llamados cibridos son
producto de la hibridacidon citoplasmica, lo que corrobora la existencia de una
considerable informacion disponible en los cloroplastos y mitocondrias de los
productos fusionados de este género (Arce Montoya, 1994).

Utilizando la hibridacibn somatica se han creado hibridos que no se habian
podido realizar, debido a las barreras taxondmicas (Pratta et al., 1997). En los
ultimos afios, un gran numero de reportes han sido publicados sobre la obtencién
de hibridos somaticos interespecificos y su potencial para ser usados como
herramienta en los programas de mejora genética. Un ejemplo interesante es la
hibridacién somatica entre Solanun tuberosum y Solanun brevidens (Barsker and
Harrison, 1984), o entre Solanun tuberosum y Lycopersicon esculentum
(Schoenmakers, 1993) o entre Solanun ochranthum y Lycopersicon esculentu
(Kabayashi et al., 1996); que no pueden realizarse in vivo.

En el género Lycopersicon la produccion de hibridos asimétricos ha sido empleada
como via para burlar las barreras de incompatibilidad existentes entre algunas
especies silvestres, las que pudieran transferir genes que confieren resistencia a
diferentes tipos de estrés bidticos y abidticos a cultivares de tomate con
caracteristicas de interés agricola (Lefrancois et al., 1993).

En particular la produccién de hibridos asimétricos es explotada como una via
para transferir una sola parte del genoma nuclear de especies silvestres de

Lycopersicon (Ratushnyak, 1993; Kibanabal y Miyakazi, 1998). Los resultados
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obtenidos confirman a la hibridacién asimétrica como una nueva fuente de
variacion genética y un método para transferir parte del material genético de un
donante, demostrando que es posible producir hibridos fértiles por esta técnica
(Hossain, 1995).

2.1.4 Transformacion genética de las plantas

Los programas de mejoramiento genético vegetal clasico han permitido obtener un
gran numero de nuevos cultivares con caracteristicas deseables de resistencia.
Sin embargo, estos programas estan basados en técnicas de larga duracién que
pueden llegar a ser poco efectivos por la rapida evoluciéon y diseminacion de
patogenos resistentes y la necesidad de incrementar y mejorar la productividad de
los cultivos (Vasil and Herrera Estrella, 1995). Desde 1985, en que la introduccién
de determinados genes en los genomas vegetales fue realizada por primera vez
en Europa, ha ocurrido una nueva revoluciéon en la agricultura, la transformacion
de plantas ha permitido la obtencién de variedades con rasgos unicos incluidos en
su genoma; que de otra forma seria muy dificil de conseguir o quizas imposible
por los métodos de mejora clasica (Cuba, 1998).

Muchos investigadores han empleado a Agrobacterium tumefaciens como
vehiculo para la produccion de plantas transgénicas ya que requiere de exposicion
minima de las células a condiciones de cultivo y resulta en una alta frecuencia de
transformacion. Varias especies de importancia agrondmica como tomate
(McCormick et al., 1986 y Mohamed-Yassen and Abdallad-Hemeida, 1999), soya
(Hinchee et al., 1988), papa (Arrieta et al.,1996 y Oramas, 1999) y tabaco
(Menéndez et al., 1996); han sido transformadas con genes que codifican para
resistencia a herbicidas, insectos, proteccidon contra virus, expresion de proteinas
antifungicas, alteracion en la maduracién, incremento en el almacenaje de
proteinas en las semillas e incremento en la produccion de almidon.

En 1993, Bechtoldet et al., desarrollaron una técnica de transformacién a partir de
una planta entera de Arabidopsis thaliana, llamada “Floral Dip”. Con este protocolo
se lograron reducir significativamente los tiempos de regeneracion, evitando el

paso de cultivo de células y callos, necesario en la metodologia tradicional de
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transformacion, y representdé un gran empuje a la biologia molecular vegetal. En
esta técnica se sumergen inflorescencias de la planta en una soluciéon de A.
tumefaciens y con ayuda del vacio se logra la transformacion de semilla en
formacion. Esta técnica fue mejorada por Bent y Clough (1998), citados por Arce-
Jhonson (1999), quienes lograron transformar las semillas al et al.ocar las
inflorescencias en contacto con A. tumefaciens sin tener que recurrir a la
complejidad de aplicar vacio.

En teoria, cualquier tipo de explante en el que la regeneracion de plantas esa
posible, ya sea a través de la embriogénesis somatica, de protoplastos o de la
morfogénesis de brotes y de raices, puede ser utilizado para la obtencion de
plantas transgénicas mediante Agrobacterium. Hasta hace pocos afos, se
sostenia que el rango de hospederos de Agrobacterium era limitado a plantas
dicotiledoneas (Webb y Morris, 1992 citado por Arencibia, 1997), por lo que se
desarrollaron métodos de transformacién directa para las plantas
monocotiledéneas, como la permeabilizacion reversible de las membranas de
protoplastos usando los tratamientos con polietilenglicol (PEG), fosfato de calcio
(Songstad et al., 1995) vy la electroporacion de protoplastos (Arencibia, 1997).

Uno de los métodos de transformacién directa mas difundidos ha sido el
bombardeo de particulas aceleradas (biobalistica), aunque su mayor
inconveniente es el alto costo del equipamiento, lo que hace muy dificil su
aplicacion generalizada ( Christou, 1995; Vain y et al., 1993). Este proceso
involucra la introduccidén de sustancias como acidos nucleicos en células intactas
usando microproyectiles a alta velocidad (Sanford, 1987 citado por Cuba, 1998); lo
que ha permitido la obtenciéon de maiz transgénico resistente a insectos (Koziel et
al., 1993), e infecciones virales (Murry et al., 1993) y papaya resistente a
herbicidas (Cabrera-Ponce et al., 1995 y Cuba, 1997).

Paralelamente al desarrollo de estas tecnologias de transformacién, ha sido
necesario desarrollar protocolos de regeneracion eficientes a partir de células o
tejidos, que pueden ser mas o menos complejos segun la especie vegetal.
Ademas de esto se requiere de la preparacion cuidadosa de células o tejidos a

transformar, estandarizaciones de las metodologias para introducir el ADN
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foraneo en el explante y una larga y cuidadosa etapa de seleccién y regeneracion
de las plantas seleccionadas (Herrera Estrella, 1999b).

El enorme potencial que brinda la transformacion genética de plantas ha sido
explotado principalmente por grandes comparfias biotecnoldgicas de paises
industrializados para obtener variedades agronémicas con nuevos fenotipos, o
para acelerar la transferencia de fenotipos conocidos a un amplio grupo de
especies de plantas importantes comercialmente (Alvarez-Morales, 1995). En
1999, se sembraron 29 millones de hectareas de soja en los Estados Unidos, de
los cuales el 50% estuvo sembrado con semilla genéticamente modificada con
resistencia a herbicidas. Al utilizarse semilla resistente a herbicidas, las malezas
se controlaron facilmente, se realizé un menor laboreo del suelo y se minimizé la
erosion. Mundialmente, en 1999, se sembraron alrededor de 28 millones de
plantas transgénicas y algunos expertos predicen que esta superficie se triplicara

en los proximos 5 afios (Abelson and Hines, 1999).

2.1.5 Obtencion y uso de marcadores moleculares

Gran parte de las caracteristicas de importancia agronébmica se encuentran bajo
un control genético complejo, implicando la accion de numerosos genes. Por otra
parte, la seleccion de individuos efectuada en los programas de mejora clasicos es
basicamente de tipo fenotipica, y en consecuencia, poco eficaz. Si bien,
numerosas metodologias estadisticas relacionadas con la genética cuantitativa
han sido desarrolladas a objeto de superar la situacion mencionada, ninguna de
ellas presenta una aplicacién masiva al nivel de mejoramiento genético practico
(Iglesias, 1994). Durante los ultimos afos, se ha desarrollado una nueva linea de
investigacion dentro de la biotecnologia y la biologia molecular de plantas, los
marcadores moleculares, los cuales presentan una serie de aplicaciones, tanto en
mejoramiento genético como en otras disciplinas agronémicas.

Se define como marcador molecular a toda variabilidad de naturaleza bioquimica/
molecular que esté de algun modo asociada con la variabilidad de algun
parametro morfoldgico/agrondmico; permitiendo la inequivoca diferenciaciéon de

los progenitores, siendo transmitido en forma estable a la progenie Paterson et
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al., 1991, citado por Campos (1995a), Ademas, debe generar abundante
informacion de calidad, dentro de un lapso de tiempo y un nivel de costos
razonable. A diferencia de otras estrategias biotecnoldgicas, el objetivo
fundamental de la aplicacion de los marcadores moleculares es obtener
informacion genética, la cual permita definir estrategias de accion (Leon, 1998) .
Numerosos marcadores moleculares han sido desarrollados, sin embargo los de
naturaleza bioquimica, como son isoenzimas y proteinas de reserva, en estricto
rigor son de naturaleza fenotipica (Gepts, 1994). Los marcadores fenotipicos son
aquellos que se basan en la expresién fenotipica de un genotipo determinado, es
decir, analizan el producto de un gen en lugar del gene propiamente como tal
(Campos, 1995b).

La primera y mas frecuente aplicacién de los marcadores moleculares fenotipicos
ha sido la identificacion varietal, la cual complementa las clasificaciones
morfolégicas anteriormente realizadas (Smith y Smith, 1992). La electroforesis de
proteinas juega un rol fundamental en aquellas aplicaciones en las cuales se hace
necesario evaluar una gran cantidad de individuos, como un banco de recursos
genéticos, puesto que permite, a un bajo costo realizar una primera identificacion,
reduciendo asi sustancialmente la cantidad de muestras a analizar mediante
marcadores moleculares de mayor poder resolutivo (Florido, 1999).

Los patrones electroforéticos de isoenzimas han sido utilizados para la
caracterizacion in vitro de lineas celulares, analisis de la variacion somaclonal, en
la identificacion de hibridos obtenidos por fusién de protoplastos (Martelli et al.,
1993; Arzatefernandez et al., 1997; Morales, 1997; Cevallos, 1998) y monitorear la
variabilidad en estudios de micropropagacion (lglesias, 1994; Zambrano, 1998;
Garcia, 1998). Sin dudas, lo mas espectacular lo constituye la identificacion
varietal, donde la lista de especies estudiadas por esta via no cesa de crecer
(Iglesias, 1994; Chamberlain et al.,1996; Sulaman y Babu, 1996; Morales et al.,
1997; Sui et al., 1997; Suh et al., 1997; Prede et al., 1998; Mantarroyos et al.,
1998).

La principal ventaja de las técnicas isoenzimaticas radica en la simplicidad

tecnoldgica que ofrecen, sin embargo, poseen ciertas desventajas debido a que no
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abundan en los tejidos vegetales y a que numerosas isoenzimas presentan
patrones de expresidon génica variables dependiendo del tejido y grado de
desarrollo de la planta, la influencia de las condiciones ambientales en la actividad
enzimatica, y en particular, cuando se requiere de una cobertura mas amplia del
genoma se dificulta la deteccién del numero total de loci, que pueden ser
detectados solo en las regiones de copia unicas del genoma y el numero de alelos
por locus (Cornide, 1998).

Considerando que sobre un 75% de las sustituciones de nucleotidos en la cadena
de ADN no poseen efectos sobre los péptidos codificados, se ha desarrollado una
serie de marcadores moleculares de naturaleza génica a nivel de ADN que
permite un mayor poder discriminatorio, es decir analizan la informacién existente
dentro de un gen en lugar de los productos codificados por tal gene (Song vy
Henry, 1995; Pérez de la Vega, 1997, Milach, 1997). Dentro de este grupo de
marcadores moleculares pre trascripcion-traducciéon que analiza directamente el
ADN se encuentran los basados en la hibridacién de este, como son los RFLP y
los basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores
arbitrarios como los RAPDs (Campos, 1999).

La busqueda de un marcador que presentara las ventajas derivadas del uso de
PCR en ausencia de informacion de secuenciacion, mas robusto y que despliegue
una mayor cantidad de polimorfismo ha permitido desarrollar los AFLPs que
integran la restriccion enzimatica y una subsecuente amplificacion (Vos et al.,
1995; Pérez de la Vega, 1997). Mediante el desarrollo de microsatélites
amplificados a través de PCR, los cuales son genomaespecificos y presentan un
elevado poder discriminatorio, se han identificado las secuencias microsatélites
permitiendo su caracterizacion y la construccion de bibliotecas gendmicas
enriquecidas de estas secuencias (Arencibia, 1998). Es necesario definir caso por
caso el marcador molecular a utilizar, considerando parametros como complejidad
técnica y los objetivos del estudio a desarrollar.

En este sentido, se debe sefalar la gran utilidad que han brindado todos estos
marcadores en el mejoramiento genético del género Lycopersicon, pues los

mismos han servido para la construccion de mapas genéticos (Van Ooijen et al.,
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1994; Sandbrink et al., 1995), evaluar las relaciones genéticas entre cultivares y la
prediccion de la diversidad genética entre los parentales en programas de mejora,
determinar polimorfismo inter e intraespecifico, asi como para identificar cultivares,
hibridos F1 y lineas mejoradas, (Bonnema and O’Connell, 1992; Prince, Pochard y
Tanksley, 1993; Rus-Kortekaas et al., 1993; Foolad et al, 1993; Kaemmer et al.,
1995; Rom et al., 1995; Smulders et al., 1997), detectar cambios genéticos
producidos por las técnicas de cultivo de tejidos (Smulders et al., 1995), la
caracterizacion de genes asociados con la calidad de los frutos (Chetelat et al.,
1993), la identificacion de genes de resistencia a factores adversos como
salinidad (Bretd, Asins y Carbonell, 1994) y altas temperaturas (AVRDC, 1994;
AVRDC, 1997), genes de resistencia a patdgenos (Williamson et al., 1994;
Malepaard et al., 1995; Ganal et al., 1995) y virosis (Ohmori, Murata y Motoyoshi,
1996; Chagué et al., 1996), asi como en el analisis de QTL en programas de
introgresion y seleccion (Bretd, Asins y Carbonell, 1994; Harada et al., 1995;
Tanksley y Nelson, 1996; Tanksley et al., 1996).

Gracias al enorme interés que ha despertado este campo de estudio, se han
desarrollado varias técnicas que permiten identificar genes expresados
diferencialmente. Los primeros métodos estuvieron basados, principalmente, en
las técnicas de hibridacion diferencial, como la hibridacion sustractiva y/o
construccion de bibliotecas de ADN complementario (ADNc) (Gutierrez, Gidekel y
Mujica, 1999). Recientemente, la utilizacion de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en diferentes laboratorios hizo posible el desarrollo del “mRNA
Differential Diplay” (Liang and Pardee, 1993) y “cDNA-AFLP” ( Bachem et al.,
1996; Money et al., 1996; Habu et al., 1997); métodos que se caracterizan por
ser mas rapidos y versatiles que sus predecesores. En general, estos métodos
permiten apreciar la expresion diferencial de genes, a través de la comparaciéon
de perfiles de ADNc generados por PCR y separados mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida. En estos momentos, estan siendo utilizados como
marcadores potenciales para el estudio de los procesos de regeneracién in vitro
del tomate (Torrelli et al., 1996).
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2.2 Regulacion hormonal de la morfogénesis del tomate
cultivado in vitro

De todos los factores implicados en los procesos morfogenéticos el factor limitante
es la concentracion hormonal, segun los resultados de estudios de correlacion
entre los niveles hormonales enddgenos y procesos fisiologicos especificos, asi
como experimentos sobre los efectos de las hormonas aplicadas exdgenamente (
Zorzoli et al., 1994; Nuhnez, Ricci et al., 1996). No obstante, el factor
desencadenante de la respuesta morfogenética también podria ser la sensibilidad
de las células a determinadas hormonas, ya que en un gran numero de casos no
se ha comprobado correlacion entre niveles hormonales y magnitud de la
respuesta. Consultando la bibliografia existente sobre el tema, se encuentran
muchos experimentos en los que se sugiere que la sensibilidad de las células a las
hormonas desencadena un determinado proceso morfogenético, como por
ejemplo, la presencia de auxinas en los medios de cultivo favorece la induccion de
embriones somaticos (Santana, 1993).

Hasta el momento, la hipdtesis mas aceptada para explicar el modo de accién de
los reguladores del crecimiento en la organogénesis postula que dicho proceso
estd regulado por cambios en los niveles hormonales endégenos de auxinas y
citoquininas. De acuerdo con lo que se ha denominado modelo Skoog-Miller, la
diferenciacion de yemas vegetativas es promovida por balances auxina/citoquinina
favorables a las citoquininas, mientras que los balances favorables a las auxinas
inducen la formacién de raices (Segura, 1993).

La primera respuesta del tejido ante el medio esta dada por la interaccion de los
niveles enddégenos y exdgenos de hormonas. Los enddgenos varian de tejido a
tejido e inclusive dentro del mismo, asociados con el estado fisioloégico del
explante. Con relacién a los contenidos exdgeno, las auxinas son un requerimiento
esencial para la proliferacion de células, mientras que las citoquininas son
beneficiosas para la regeneracion (Ricci et al., 1996).

Es necesario destacar que los resultados de la aplicacién exdgena de hormonas
no han podido interpretarse correctamente, ya que aun se carece de informacion

suficiente sobre su absorcion, transporte, localizacion inter e intracelular, y
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metabolismo de éstas. Debido a tales problemas, por el momento no es posible
avanzar en una hipotesis totalmente valida sobre el modo de accién de las
fitohormonas en la morfogénesis; incluso, se discute si dichos compuestos actuan
como agentes morfogenéticos primarios determinando la ruta morfogenética que
seguiran las células o, por el contrario, las células ya estan predeterminadas para
seguir dicha ruta y las hormonas sélo activan la expresion de la misma. En
cualquier caso, las técnicas de ingenieria genética estan siendo una valiosa
herramienta para la busqueda de los mecanismos causales de la morfogénesis
(Encina et al., 1998).

Aunque los balances auxina/citoquinina permiten la regeneraciéon de 6rganos en
una gran cantidad plantas, existen muchos casos en los que no ha sido posible
inducir respuesta organogenética suplementando el medio con estos reguladores
del crecimiento, encontrando cultivos en los que la accidn de auxinas y
citoquininas no ejerce control alguno sobre el tipo de érgano regenerado o tiene
un efecto opuesto al que predice el modelo (Ezura et al., 1993).

En el caso de Lycopersicon, la regulacion hormonal de la morfogénesis es muy
dependiente del balance enddgeno que presente la accesion en cuestidon. Se
discute por algunos autores (Smulders et al., 1995; Mirghis et al., 1995; Lech et al
., 1996; Lu-Rue et al., 1997), que la formacion de estructuras a partir de explantes
de tomate es producto de un balance de los reguladores; donde auxinas y
citoquininas son los principales requerimientos, mientras su presencia y
concentracion estan en dependencia del tipo de tejido y del genotipo donante.
Para usar las fitohormonas, individualmente o en combinacién, se deben
establecer balances hormonales en los cuales la reaccion sea especifica y
represente los resultados de la interaccion entre niveles exdgenos y endogenos de

estos compuestos ( Santana, 1993 y Plana et al., 1999).

2.2.1 Reguladores del crecimiento
Los reguladores del crecimiento se definen como compuestos organicos que a
diferencia de los nutrientes actuan en pequefias cantidades, fomentan, inhiben o

modifican de alguna u otra forma cualquier proceso fisiolégico vegetal (Weaver,
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1976). Estos constituyen una familia de compuestos, cuyo estudio tiene una gran
relevancia para la vida de las plantas y un gran valor practico.

Las hormonas vegetales o fitohormonas generalmente se sintetizan en un érgano,
es decir, en forma endogena y ejercen su accion fisiolégica en otro sitio de la
planta. Actualmente, existen compuestos quimicos sintéticos con una actividad
fisiolégica similar a las fitohormonas endégenas en la modificacion del crecimiento
(Taiz y Zeiger, 1991).

Entre sus principales caracteristicas esta su elevado peso molecular y que forman
parte de diferentes clases de compuestos organicos como, acidos carboxilicos,
adeninas sustituidas en el N6, esteroides, etc. (Tsatsakis y Shtilman, 1993). A este
grupo pertenecen las clasicas: auxinas, citoquininas, giberelinas, acido abscisico y
etileno, asi como las menos estudiadas: brasinoesteroides (Ktiripach and
Zhabinskii, 1999), poliamidas alifaticas, fusicosina y oligosacarinas, entre otras
(Segura, 1993; Taiz, 1998).

En el cultivo in vitro de las plantas superiores, las fitohormonas, especialmente las
auxinas y citoquininas, juegan un papel muy importante. Se puede decir que el
cultivo in vitro es generalmente imposible sin estos reguladores, su manipulacion
en los medios de cultivo permite regular la organogénesis in vitro de muchas
especies vegetales, constituyendo la base de gran parte de los protoplastos de
micropropagacion existentes en la actualidad.

Las tres clases restantes de hormonas, giberelinas, etileno y acido abscisico, no
son esenciales para la induccién de 6rganos; pero actian como moduladores de la
respuesta morfogenética.

2.2.2 L os brasinoesteroides

Los brasinoesteroides son un grupo de polihidroxiesteroides que existen
naturalmente y que son derivados del 5a et colestano, presentando una estructura
similar a las hormonas esteroidales de los animales (Clouse, 1996). Son
sustancias estimuladores del crecimiento vegetal y desde su aislamiento a partir
del polen de Brassica napus (Grove et al., 1979 citado por Nufez, 1996), una gran
variedad de ellos han sido encontrados en un amplio numero de especies

vegetales. Se encuentran distribuidos ampliamente en la naturaleza y se
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presentan en casi todas las partes de la planta, con altas concentraciones en los
organos reproductivos (Khripach and Zhabinskii, 1999).

Con relacion a los efectos fisioldgicos fundamentales sobre el crecimiento, Sasse
(1997) plantea que el tratamiento con las hormonas vegetales reconocidas afecta
la elongacion inducida por el brasinélido. Con las giberelinas tienen accién aditiva,
con la zeatina un efecto inhibitorio, mientras que con las auxinas existe un
sinergismo donde el brasindlido permite a esta inducir elongacion; cuando sola es
inefectiva. Sobre este aspecto, Mayumi y Shibaoka (1995), plantearon que el
efecto de los brasinoesteroides sobre la elongacion celular se realiza a través de
la orientacién de los microtubulos de las células corticales.

Recientemente, se ha informado por primera vez, que los niveles endégenos de
brasinoesteroides estan implicados en la induccion de un paso especifico de la
diferenciacion en plantas, a través de la expresion génica (Yamamoto et al., 1997).
A partir de este analisis, Li et al., (1996), sugirieron que los brasinoesteroides sean
considerados como una importante hormona de las plantas. Por su parte, Yokota
(1997), plante6 que después de 17 afios de haber sido aislados los
brasioesteroides, finalmente han sido aceptados como hormonas vegetales y que
sus mecanismos de accion probablemente son diferentes a los de las auxinas y
las giberelinas.

En Cuba, fue informada por primera vez la obtencién de dichos analogos y su uso
para la sintesis de reguladores del crecimiento vegetal por Alonso, (1990). El
desarrollo de todas estas investigaciones ha permitido que en el pais se disponga
de analogos de brasinoesteroides con diferentes estructuras quimicas para
estudios bioldgicos y, ademas, de cantidades suficientes de algunos de los mas
activos para evaluar su efectividad como biorreguladores, siendo de gran interés
cientifico-técnico su utilizacion en la biotecnologia vegetal (Nufiez, 1996).
Gonzalez et al. (1994) determinaron la notable estimulacién de la diferenciacién
celular de variedades de arroz por el efecto del analogo Biobras-6, obteniéndose
la mejor respuesta cuando se sustituyd la citoquinina del medio por 2mg. L de
este producto. Con este compuesto se obtuvo respuesta en la diferenciacion de

callos de papa (Hernandez, 1994) y en la adaptacién de sus vitroplantulas
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(Agramonte et al., 1996), también en la tuberizacién in vitro de fame brindd
buenos resultados (Labrada et al., 1994). En Citrus aurantium, los biorreguladores
sintéticos obtenidos en Cuba, fueron efectivos en los procesos morfogenéticos,
con la ventaja de que los mejores resultados se encontraron a las concentraciones
mas bajas del producto, lo cual permite reducir aun mas los costos de los medios
de cultivo (Diosdado, 1997).

Gbémez et al., (1996), trabajando con la variedad de papaya Maradol Rojo,
encontraron que la regeneracioén de plantas a partir de embriones somaticos, fue
favorecida por las concentraciones 0.01, 0.005 y 0.001 mg. L™ de Biobras-6 en
combinacion con 0.2 mg. L' de 6-BAP, tanto para el nimero de plantas como para
la cantidad de conglomerados embriogénicos que formaron plantas, afirmando que
ningun tratamiento fue inhibido por la aplicacion del producto, lo que demuestra su
actividad bioldgica in vitro, actuando como una citoquinina. Estos autores también
encontraron que en el proceso de adaptacion de estas plantas, con aplicaciones
foliares del producto de 0.05 y 0.01 mg. L™, a partir de plantas obtenidas en un
medio con Biobras-6, los porcentajes de sobrevivencia fueron significativamente
mayores. Se valora que este resultado es de una importancia relevante pues en el
ambito mundial existen problemas con |la adaptacién de este cultivo.

De igual forma con el analogo de brasinoesteroide DAA-6, Moré et al. (1996)
encontraron que en el proceso de callogénesis de la papa, la concentracion de
0.25 mg. L™ en combinacién con 3 mg. L' de 2,4-D presentd el mejor
comportamiento en cuanto a masa fresca, apariencia y coloracién del callo y que,
para el caso del analogo MH5, menos estudiado, las concentraciones de 0.1 y
0.001 mg. L™ brindaron los mejores resultados; asi como que 0.01 mg. L™ del
producto produjo 52% de enraizamiento. En la formacion de callos de Coffea
canephora (var.Pierre) se obtuvieron los mejores resultados cuando se empled la
concentracion de 0.01 mg. L' de DAA-6 y del MH-5 destacandose este Gltimo por

aportar los mayores resultados de masa fresca (Garcia, 1998).
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2.2.3 Los oligogalacturénidos

Los oligopectatos son oligosacarinas (polisacaridos) solubles en agua, definidas
estructuralmente como fragmentos de los polisacaridos de la pared celular (Fry,
1990). Estudios realizados han demostrado no sélo el papel del oligopectato en el
mecanismo de defensa de las plantas, sino también como biorregulador del
crecimiento y el desarrollo in vitro de callos. Estos productos también pueden
funcionar en las plantas como transmisores de sefiales moleculares que regulan
el crecimiento, la diferenciacion y la adaptacion al ambiente, al desencadenar los
procesos fisioldgicos de regeneracion y division de la pared celular; ya que ellos
promueven en las células vegetales la sintesis de importantes sustancias que
actuan en estos procesos (Diosdado, 1997; Cabrera, 1999a).

Entre las oligosacarinas, puede citarse el grupo de oligopectatos producidos en
Cuba por la degradacién de la pectina de los frutos citricos, que son activos
bioldgicamente a muy bajas concentraciones (Cabrera et al., 1999b). Estos
compuestos se han obtenido también de las paredes de hongos patogenos, de
células vegetales o sintetizados por bacterias simbiontes de plantas (Cabrera,
1999a). La introduccion de los oligogalacturonidos en las tecnologias de
regeneracion in vitro pudiera constituir una alternativa promisoria para mejorar la
eficiencia econdmica del proceso con insumos nacionales, al elevar los
coeficientes de multiplicacion y obtener plantulas con un desarrollo vegetativo
adecuado (Gonzales, 1999).

Actualmente, se desconoce el mecanismo por el cual las oligosacarinas podrian
regular la morfogénesis, aunque existen evidencias de que las oligosacarinas de
origen fungico probablemente se unen a un receptor presente en la membrana,
mientras que las derivadas de plantas parecen actuar mediante un mecanismo
que no implica receptores especificos; posiblemente, interactian con la membrana
plasmatica y provocan cambios en sus propiedades fisicas (Aldington et al., 1991).
Los cambios provocados por las oligosacarinas en la expresion morfogenética de
los explantes dependen de la concentracién relativa de auxinas y citoquininas, del
pH del medio y la variacion del pH durante el periodo de cultivo (Tran Thanh Van y

Trinh, 1990).Varios autores han probado la influencia de varias dosis de
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oligopectato utilizandolo como sustituto de auxinas y citoquininas para conocer su
efectividad en diversos procesos morfogenéticos (Plana, 1998 y Cevallos, 2000)
Existen numerosas evidencias sobre el efecto del Pectimorf, Da Costa, (1997)
observo cambios favorables en la textura, consistencia y contenido de proteinas
totales en callos de Coffea canephora (Robusta var.), cuando se sustituyé la
kinetina por el oligopectato Pectimorf, asi mismo, en ensayos realizados en
naranjo agrio, cafia de azucar y cafe, por Diosdado (1997), Gonzalez (1997) y
Cevallos (1998), respectivamente; se obtuvo una estimulacion del vigor de los
brotes vegetativos regenerados y un favorable enraizamiento de los mismos en
presencia del Pectimorf. En cultivos como la cafa de azucar, el Pectimorf
estimuld el crecimiento y regeneracion de los callos e incremento el coeficiente de
multiplicacion en comparacién con el 25 porciento de la concentracion de BAP
utilizada en el medio control (Benitez, 1998).

2.2.4 Origen, causas y naturaleza de la variacion en el cultivo in

vitro

La mayor desventaja o ventaja del cultivo de tejidos o células vegetales in vitro
consiste en el riesgo de que se produzcan mutaciones o variaciones genéticas
entre las plantas regeneradas (Smulders et al., 1995). El término variacion
somaclonal fue descrito por Larkin and Scowcroft (1981), refiriéndose a las
variaciones genotipicas heredables observadas en plantas regeneradas
provenientes de alguna forma del cultivo de células, que se transmite por via
sexual a la descendencia. Ademas de la variacién somaclonal, se puede presentar
también una variacion de tipo epigenética, como resultado de un cambio en la
expresion genética, esta ultima es reversible y no hereditaria (Swartz, 1991).

En numerosos cultivos se han reportado variaciones somaclonales al detectar
caracteristicas diferenciales en el vigor de los regenerantes, el habito de
crecimiento, la calidad de los frutos y el rendimiento, entre otros (Sala et al., 1990
y Morales, 1996). Dicha variacion somaclonal es especialmente interesante y
ventajosa en plantas que presentan poca variacion en forma natural, o en las que

la variacion de forma natural es dificil o imposible de inducir, por lo que constituye
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una fuente adicional de variacion genética rapida y eficiente, permitiendo obtener
plantas resistentes a estreses bidticos y abidticos (Pérez de la Vega, 1997); en
cambio, esta variacidn es indeseable o desventajosa cuando se produce bajo un
sistema de propagacion vegetativa in vitro o de transformacioén genética ya que la
aparicion de plantas fuera de tipo reduce la calidad del material de plantacién o
transformado.

El uso de esta técnica no es muy frecuente, debido a su caracter aleatorio y la
fuerte influencia del genotipo en cuanto a la aparicion de alteraciones genéticas.
La utilizacién de marcadores moleculares (Smulders et al., 1995 y Arencibia, 1997)
y tests de seleccion in vitro puede ayudar en la discriminacion y evaluacion de
estas variantes somaclonales (Labrada, 1999 y Garcia, 2000). Su uso agricola ha
permitido contar con cultivares de tomate tolerantes a la salinidad y a la sequia
(Sala et al., 1990), resitentes a Fusarium oxysporum sp. radicis- lycopersici,
Alternaria solani (Roduva et al., 1994), Claribacter michiganense (Zakir et al.,
1996) y virus del mosaico del tabaco (Zhuk, 1994).

Las mutaciones que se originan de la variacion somaclonal pueden ser
consecuencia directa del cultivo in vitro o pueden estar ya presentes entre las
células puestas en cultivo (Ramulu, 1991). Se puede decir que el material inicial
tiene un efecto importante sobre la produccién de mutaciones. Se le ha prestado
especial atencion al estudio de las aberraciones cromosomicas, en particular, la
poliploidia. El interés por ésta surgid6 después del descubrimiento de la
endopoliploidia en tejidos diferenciados en un amplio rango de plantas, un hecho
que sugirié la hipotesis de que al menos parte de la variabilidad genética
recuperada in vitro podria estar derivada de modificaciones gendmicas
preexistentes en las células diferenciadas de los explantes iniciales. Se debe
subrayar también que, debido a la seleccién diplontica, pocas de las
modificaciones que existen en los cromosomas y el genoma a nivel celular o de
tejido persisten en las plantas regeneradas y aun menor numero sobrevive la
primera meiosis (D Amato, 1965 citado por Buiatti and Bogani, 1998).

La frecuencia y rango de las mutaciones se ven afectados, como se discute por

algunos autores (Buiatti and Bogani, 1998), por la duracion y las condiciones del
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cultivo in vitro. Esto fue mostrado a nivel citolégico en los inicios de la
investigacion en cultivo de tejidos, y mas recientemente, por medio de la
comparacion de las frecuencias de mutaciones y analisis molecular. Citando solo
algunos ejemplos, se encontré que la poliploidia aumentaba con el tiempo en el
cultivo in vitro de un sistema heterocigoto de Nicotiana tabacum (Lorz and
Scowcroft, 1983), se observaron bandas polimoérficas de RAPD en cultivos de
larga duracion de tomate, pero no en cultivos de corta duracion (Rus-Kortekaas et
al.,, 1994). En términos generales se comenta que, cuanto mas se rompe la
estructura organizativa de una planta, mayor es la posibilidad de que se produzca
una mutacion, como es la produccion de brotes adventicios a partir de callos,
células y protoplastos (Gonzalez, 1993). Los efectos fenotipicos de estas
mutaciones son generalmente evaluados después de la primera generacion sexual
y para utilizarlos en la mejora genética deben ser bien caracterizados.

En muchos casos, esta variabilidad es producida por factores externos, como
resultado del uso de reguladores del crecimiento, que incrementan Ilas
posibilidades de que se produzcan mutantes. En la bibliografia se ha indicado que
el uso de algunos reguladores, como el acido 2,4 diclorofenoxicitico (2,4-D), acido
naftalacético (ANA) y citoquininas sintéticas, inducen inestabilidad cromosomica
en el cultivo y en la posterior regeneracion de plantas (Singh, 1993). Por ejemplo,
cuando se producen células aneuploides en Nicotiana tabacum y en los hibridos
de cana de azucar cultivados in vitro, se asume que las auxinas ANA y 2,4-D son
las responsables de la aparicion de este fendmeno; ya que ello no ocurre in vivo
normalmente (Sala, 1990). Se plantea que entre los multiples efectos que puede
causar el 2,4D esta la estimulacion de la sintesis de ADN que puede resultar en
endoreduplicacion, la reduccion del indice mitotico y el incremento del crossing-

over (Rosu y Petrescu, 1995) .
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3. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia del Departamento
de Genética y Mejoramiento de las plantas del Instituto Nacional de Ciencias
Agricolas, ubicado en el municipio San José de Las Lajas, de la provincia La

Habana.

3.1 Aspectos generales del cultivo in vitro

3.1.1 Material Vegetal

Para realizar estos experimentos se parti®6 de semillas de los cultivares de
tomate (Lycopersicon esculentum, Mill) Amalia (Alvarez et al., 1997), Campbell-
28, Lignon, Rilia y Floradel; todos de gran calidad e interés econémico (MINAGRI,
1990).

3.1.2 Medio basal

El medio basal (MB) consistio en sales minerales de Murashige y Skoog (1962);
suplementado con 2% de agar Gel Rite, sacarosa comercial, Tiamina e Inositol
como aditivo organico (Cano et al.,1995; Fuentes et al., 1998 y Alvarez et al.,
1999b), (Tabla 1). ElI pH se ajusté a 5.8, previo a la adicion del agente
solidificante. La esterilizacion se llevo a cabo en autoclave por espacio de 20

minutos a 121°C con 1.5 atmdsferas de presion.

Tabla 1. Composicion del medio presentado por Murashige y Skoog (1962),

utilizado como medio basico en este estudio

Elementos mg. L™

Macroelementos CaCly,x2H,0 440.0

KNO3 1900.0
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KH,PO4 170.0
NH4NO3 1650.0
FeSO4x7H,0 27.8
MgSQO4x7H20 37.3
Elementos mg. L™
Microelementos CoCLyx7H20 0.025
CuSO4x5H,0 0.025
H3BO3 5.2
KI 0.83
MnSQO4x4H,0 22.3
NaMoO4xH,0O 0.25
Zn0O4X7H,0 8.6
Suplementos Tiamina 0.1
Inositol 100.0
Sacarosa 30 000

3.1.3 Esterilizacion de las semillas

Las semillas en todos los experimentos fueron esterilizadas superficialmente con
agua jabonosa incluyendo dos gotas de Tween 80%, posteriormente fueron
lavadas con agua destilada y llevadas al flujo laminar (ESI FLUFRANCE), donde
se sumergieron en solucién de cloro comercial al 50% (3% de cloro activo) durante
15 minutos y se enjuagaron 3 veces en agua destilada estéril hasta eliminar el
agente desinfectante (Alvarez et al., 1999b).

Una vez desinfectadas las semillas fueron colocadas sobre la superficie del medio

de cultivo MB, contenido en pomos de vidrio a razén de 20 ml por recipiente.

3.1.4 Tipos de explante utilizados Hipocétilos y Cotiledones

Los hipocotilos y cotiledones fueron obtenidos a partir de germinados cultivados in
vitro en MB (Cano et al., 1995; Fuentes et al., 1998 y Alvarez et al., 1999b). Entre
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los 7 y 10 dias posteriores a la germinacion, los cotiledones de las plantas
germinadas estaban perfectamente desarrollados, en este estadio se seccionaron
los segmentos apicales de los hipocétilos (1 cm) y la zona central de las hojas
cotiledonares.

Semillas cortadas

Las semillas enteras se imbibieron en camaras humedas (a razon de 25 semillas
por camara) preparadas con placas petri, papel de filtro y 10 ml de agua destilada
y estéril por placa. Al cabo del tiempo estipulado para cada tratamiento las
semillas fueron cortadas en dos partes, quedando divididas segun indica la figura
1; la porcién A (SC) fue usada como explante ( Ezura et al., 1993), consistente en
la parte mas proxima de la plumula y la radicula del embrién.

Figura 1. Preparacion de explantes provenientes de semillas de tomate
(Lycopersicon esculentum . Mill). La parte A fue cultivada como explante

Linea de corte

E A

]

-

Embridn

=

Foro germinativo

3.1.5 Condiciones de incubacion
La incubacién se realizd en un cuarto de crecimiento a 25+ 2°C segun lo
recomendado por Cano et al., (1995), con fotoperiodo de 16 horas luz y

aproximadamente 4000 Lux, suministrados por tubos fluorescentes.

3.2 Descripcion de los experimentos realizados con diferentes
reguladores del crecimiento y tipos de explante
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3.2.1Efecto del BAP, Pectimorf y Biobras-6 sobre la callogénesis y

organogénesis en hipocétilos y cotiledones del cultivar Amalia.
Este experimento se realizd con el objetivo de conocer el efecto de las bajas
concentraciones de Bencilamino purina (BAP) y de dos nuevos reguladores del
crecimiento de produccién nacional en los procesos de callogénesis y
organogénesis del tomate. El Pectimorf, es un oligopectato producido en el
Laboratorio de Oligosacarinas del INCA; y el Biobras-6 mas conocido por BB6,
analogo de brasinoesteroide sintetizado en el Laboratorio de Productos Naturales
de la Facultad de Quimica de la UH. Para ello, se tomaron los segmentos apicales
de hipocotilos y hojas cotiledonares del cultivar Amalia como explantes. Las
concentraciones y combinaciones utilizadas se muestran en la Tabla 2, las que
fueron adicionadas al medio basal (MB).

Tabla 2. Composicion de reguladores del crecimiento en los medios de

cultivo ensayados

Reguladores del Crecimiento
Tratamientos BAP Pectimorf Biobras-6
(mg.L") (mg.L") (mg.L")
B, 0.25 - -
B, 0.5 - -
Bs 1 - -
P4 - 1 -
P, - 5 -
P; - 10 -
P4 - 15 -
P;+B 0.25 10 -
P3s+B; 0.5 10 _
P3+B; 1 10 _
BB6; - - 10™
BB6 - - 107
BB6; - - 107
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BB6, - 10"
BB6,+ By 0.25 10"
BB6,+B; 0.5 10"
BB6,+B; 1 10"

3.2.2 Efecto de la imbibicion en agua de semillas del cultivar

Amalia en la callogénesis y organogénesis in vitro

Este experimento tuvo como objetivo determinar el efecto que produce en el

proceso morfogenético in vitro del tomate la imbibicion previa, en agua, de las

semillas que seran usadas como explantes. Las semillas del cultivar Amalia

previamente desinfectadas, se imbibieron en agua destilada y estéril durante 24,

48 y 72 horas (T4, T2, T3, respectivamente). Transcurrido este tiempo se cortaron

las semillas y se colocé la SC directamente sobre el medio de cultivo (MB), a

razon de 5 explantes por pomo (Figura 2). En cada tratamiento se utilizaron 10

pomos.
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Figura 2. Proceso de imbibicion, corte y cultivo de las semillas del cultivar

Amalia

3.2.3 Regeneracion de plantas partiendo de semillas cortadas (SC) de diferentes
cultivares en ausencia de reguladores del crecimiento

Se usaron 5 genotipos diferentes de tomate cultivado con interés econdmico
(Campbell-28, Amalia, Lignon, Rilia y Floradel); con el objetivo de conocer el
efecto del genotipo en la morfogénesis in vitro utilizando el procedimiento de la
semilla cortada. Las semillas de estos cultivares fueron previamente desinfectadas
y precultivadas en agua destilada y estéril durante 48 horas, que fue el
tratamiento escogido en el experimento 3.2.2. Al cabo de este tiempo, las SC se
colocaron directamente sobre el medio de cultivo (MB) a razén de 5 explantes por

pomo. En cada tratamiento se utilizaron 10 pomos.

3.2.4 Imbibicién de semillas en BAP, Acido Giberelico, Pectimorf
y Biobras-6 y cultivo de SC en ausencia de reguladores del

crecimiento

Buscando mejorar la eficiencia de la regeneracion in vitro del cultivar Amalia, se
estudio el efecto que tiene en este proceso la imbibicidon de las semillas enteras en
soluciones con diferentes reguladores del crecimiento. Con este objetivo se
utilizaron diferentes concentraciones de Bencilamino purina (BAP), Acido
Giberélico (AG), Pectimorf (P), Biobras-6 ((BB6) y un control con agua destilada y
esteril (H2,0), segun aparecen en la tabla 3. Después de 48 horas de imbibicion,
las SC fueron colocadas directamente sobre el medio de cultivo MB a razon de 5
explantes por pomo. En cada tratamiento se utilizaron 10 pomos.

Tabla 3. Concentraciones de reguladores del crecimiento uitlizadas para

imbibir semillas del cultivar Amalia

Tratamiento Reguladores del Crecimiento
(mg.L")

H20 -
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BAP 2
AG;, 1
AG; 2
Ps 10
BB6, 10
BB6, 107
BB6; 10

3.2.5 Imbibicion de semillas en agua y cultivo de SC en medios

suplementados con Pectimorf, Biobras-6, BAP y Zeatina.

Semillas del cultivar Amalia fueron precultivadas siguiendo el mismo
procedimiento del experimento 3.2.1; colocandose posteriormente las SC en
medios de cultivo MB suplementados con diferentes concentraciones de
reguladores del crecimiento como Pectimorf (P), Biobras-6 (BB6), Bencilamino
purina (BAP) y Zeatina (Z); utilizados indistintamente (Tabla 4) a razén de 5

explantes por pomo. En cada tratamiento se utilizaron 10 pomos.

Tabla 4. Concentracion de reguladores del crecimiento utilizadas en los

medios de cultivo.

Tratamientos |Reguladores del Crecimiento
(mg.L-1)
Pectimorf BB6 BAP Zeatina
Control - - - -
P 10 - - -
BB6; - 10™ - -
BAP - - 2 -
V4 - - - 2
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3.3 Enraizamiento y adaptacion de los regenerantes

Los brotes obtenidos, tanto por regeneracion directa como indirecta, en cada
tratamiento del experimento 3.2.3, fueron subcultivados a medio fresco cuando
alzaron 1 cm de longitud para que continuaran su desarrollo y comenzaran a
enraizar. A los 15 dias ya habian emitido un adecuado sistema radical. Se inicio
una fase de pre-adaptaciéon en los cuartos de cultivo, al permitir un gradual
intercambio entre las vitroplantulas y el medio de cultivo con la eliminacion del
sellado de los pomos; continuando con el destape del sellado de los mismos en
condiciones de laboratorio donde se mantuvieron por 2 dias. Al cabo de este
tiempo, el sistema radical de las vitroplantulas fue enjuagado con agua comun
para eliminar los restos del medio de cultivo previo al transplante de las mismas.
La adaptacién ex vitro del material proveniente del laboratorio se realizé a partir
del transplante de las vitroplantulas a bandejas plasticas (cepellones) de 72
alveolos con una capacidad de 47.61 cm® que contenian sustrato compuesto por
Litonita y Cachaza en una proporcién 1:1 (Lara, 1999). Todos los requerimientos
técnicos para la adaptacion se realizaron segun las recomendaciones de Gonzalez
(1998) y Casanova (1999).

3.4 Evaluaciones y analisis estadistico

3.4.1 Callogénesis.

Después de tres semanas de cultivo (21 dias) en todos los experimentos se llevo a

cabo una valoracién cualitativa, en 50 explantes por tratamiento; de los siguientes

aspectos:

Desarrollo del callo: segun escala 1 (Alvarez et al., 1999b)

Escala 1:

Callo abundante (CA): rodea completamente al explante formando una masa
abundante.

Poco callo (PC): callo escaso formado en la zona de corte del explante.

Ausencia del callo (AC): no hubo respuesta al tratamiento.
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Tipo de callo:

Morfogenético (M): Abundante formacién de yemas y brotes.

Nodular (N): Compactos y duros con abultamiento de color verde en la superficie.
Friable (F): Blandos, acuosos y sueltos.

Color del callo: segun escala 2 (Alvarez et al., 1999b).

Escala 2:

Crema (C).

Verde claro(VC).

Mixto (M): callo con zonas de diferentes tonalidades.

Al mismo tiempo, se evalud el numero de explantes con callo en cada tratamiento.
Los resultados fueron procesados mediante una comparacion de proporciones a
través de la Prueba de Shi cuadrado y la comparacién de la décima de rangos
multiples de Duncan al 5%, en caso de existir diferencias significativas entre las

medias (Duncan, 1951).

3.4.2 Organogénesis

El nimero de yemas y brotes por explante se transformaron a Vx+1, los resultados
fueron procesados estadisticamente mediante un andlisis de varianza de
clasificacion simple, modelo fijo (Snedecor y Cochran, 1971); docimandose las
medias segun la prueba de rangos multiples de Duncan al 5%, en caso de existir
diferencias significativas entre las medias.

El numero de explantes con brotes, brotes anormales, yemas y raices fueron
expresados en porcientos y procesados mediante una comparacion de
proporciones; a través de la Prueba de Shi cuadrado y en caso de existir
diferencias significativas entre las medias se docimaron por Pruebas de Duncan al
5%.

3.4.3 Adaptacioén a condiciones ex vitro
El enraizamiento de los brotes fue evaluado cualitativamente siguiendo los

patrones establecidos para el desarrollo radical in vitro (Taiz y Zeiger, 1991).
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El conteo del numero de hojas y las mediciones de la altura de las plantas (cm) se
efectuaron al momento de iniciar el trasplante a condiciones ex vitro, a los 15y 30
dias después.

Para determinar las diferencias entre tratamientos los resultados fueron
procesados estadisticamente mediante un analisis de varianza de clasificacion
simple, modelo fijo (Snedecor y Cochran, 1971); docimandose las medias segun
la prueba de rangos multiples de Duncan al 5%, en caso de existir diferencias
significativas entre las medias. Estos valores fueron procesados con ayuda del
paquete graficador Sigmaplot 2.0.

La duracion del periodo de adaptacion de las vitroplantulas fue determinada
atendiendo al comportamiento de las variables evaluadas y los patrones
establecidos para el desarrollo de plantulas de tomate en los semilleros
(MINAGRI, 1983; Lara, 1999).

3.5 Caracterizacion histologica de la regeneracion in vitro a
partir de semillas cortadas

3.5.1 Microscopio dptico

Esta técnica se realizo en el Laboratorio de Histologia del Departamento de
Fisiologia Vegetal del INCA y en el laboratorio de Fisiologia Vegetal de la Facultad
de Biologia de la Universidad de La Habana. El material vegetal escogido para el
monitoreo histolégico fueron las SC. Desde el inicio del cultivo in vitro de los
explantes, se seleccionaron 10 muestras diariamente hasta el momento en que
comenzaron a emerger los brotes. Secciones frescas de segmentos apicales de
germinados de SC de la variedad Amalia, fueron cortadas en forma longitudinal.
Las secciones fueron fijadas en solucion de zafranina y fotografiadas en un

microscopio Leica.

3.5.2 Microscopio electrénico de barrido

Este experimento se realizo en el Laboratorio de Quimica-Fisica del CIGB.

Segmentos apicales de germinados de SC de la variedad Amalia fueron tomados
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alos 7 y 11 dias de cultivo; se fijaron en Glutaldehido al 2.5% en buffer fosfato 0.1
M pH 7.3 por 1hora a 4°C, posteriormente, se lavaron en el mismo buffer (Fosfato
0.1M) por 1hora a 4°C.

Se posfijaron en Tetraoxido de Osmium (OsO4) al 1% por 1 hora a 4°C. Se
deshidrataron en alcoholes de concentraciones crecientes hasta alcohol absoluto
por una noche a temperatura ambiente.

El punto critico se realizo en un equipo Samdei-PVT-3B de la marca Tousimis
U.S.A. Para la evaporacion se utilizo el lon Sputter JFC-1100 Jeul con una capa
de aproximadamente 400 A°.

Las muestras fueron observadas y fotografiadas en un microscopio electrénico de
barrido Jeul-deeni. JMS-T330.

3.6 Analisis de la estabilidad genética de las vitroplantulas

3.6.1 Estudio bioquimico

Para conocer las posibles afectaciones genéticas del material vegetal regenerado
en el epigrafe 3.2.2, se realizd un andlisis comparativo de los perfiles
electroforéticos de isoenzimas en hojas (primer trifoliolo desarrollado), de 40
vitroplantulas regeneradas a partir de SC en medio MB (epigrafe3.2.2) y de
vitroplantulas del cultivar Amalia germinadas in vitro en medio MB.

Para la preparaciéon de los extractos se tomaron muestras de 2g de tejido foliar y
se homogeneizaron en frio con buffer que contenia Tris-HCI 0.05M a pH 7.2,
sacarosa 10% y 14pM de ditriotreitol en proporcidon 1:2. El extracto fue
centrifugado a 12 000 r.p.m. a una temperatura de 0°C durante 10 minutos,
sometiéndose entonces el sobrenadante a electroforesis (Florido, 1999).

En todos los casos, las corridas electroforéticas para los sistemas isoenzimaticos,
se efectuaron en geles de poliacrilamida al 10% con buffer Tris-HCI 0.375M pH 8.9
y buffer Tris-Glicina 0.025M-0.019M pH 8.3 en los compartimentos.

El tiempo de corrida en cada caso estuvo determinado por el desplazamiento de la

banda de Kolrhauch hasta aproximadamente 6 cm del inicio. Se utiliz6 una
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intensidad de corriente constante de 25 mA, en una camara de electroforesis
vertical Hoefer Mighty Small Il (SE 245).

Después de efectuada la separacién se realizaron las tinciones especificas para la
caracterizacion en los sistemas Peroxidasa (Prx), Malato deshidrogenasa (Mdh),
Glutamato oxalato transaminansa (Got), Esterasa (Est) y Anhidrasa carbdnica
(AC), (tabla 5).

Tabla 5 . Sistemas isoenzimaticos utilizados

Tipo de enzima | Sistema Nomenclatura |Método de tincion
enzimatico

Oxidorreductasa | Prx E.C1.111.7 Iglesias, 1986

S Mdh E.C.1.1.1.37 Wendel y Weeden, 1989

Transferasas Got E.C.2.6.1.1 Wendel y Weeden, 1989

Hidrolasas Est E.C.3.1.1.- Iglesias, 1986

Liasas AC E.C4.2.1.1 Gonzalez, 1990

La posicion relativa de cada banda fue establecida sobre la base de la distancia
media de migracion obtenida, dividida entre la distancia de migracion del azul de
bromofenol (Rf). Cada banda se caracterizd por un valor numérico de 0 (ausencia

de la banda) y 1 (presencia de la banda).

3.6.2 Estudio citogenético

En este estudio se analizé el cariotipo de 20 vitroplantulas adaptadas a
condiciones ex vitro y seleccionadas al azar del tratamiento T, (epigrafe 3.4), del
cultivar Amalia. Para ello, se tomaron raices apicales de 1 cm de longitud de cada
plantula, las que fueron pretratadas con 8-hidroxiquinolina durante 4 horas, y
después de ser lavadas con agua destilada, se fijaron en etanol-acido acético en
una proporciéon 3:1.

Las raices fijadas se hidrolizaron en acido clorhidrico 1 normal a 60°C durante 12
minutos, antes y después de este proceso fueron lavadas. Se sometieron

posteriormente a la coloracion con hematoxilina-laca crémica durante 1 hora y a
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continuacion los apices se colocaron en portaobjetos con acido acético a 45%
para realizar el squash (Morales, 1997; Xiqués, 1998).
El conteo cromosdmico se realizd6 en 50 células por planta con ayuda de un

microscopio optico Leitz, las mejores preparaciones fueron fotografiadas.

3.7 Analisis econémico

Este analisis se realiz6 con el fin de conocer el efecto econdmico del nuevo
protocolo de regeneracién in vitro que se propone en este trabajo para este cultivo
en ausencia de reguladores del crecimiento y con la incorporacion al medio de
biorreguladores cubanos al protocolo de regeneracion a partir de hipocotilos
recomendado por Alvarez et al., (1999b), para el cultivar Amalia.

En el analisis se tuvieron en cuenta los gastos que implica la utilizacién de las
citoquininas comerciales y demas componentes del medio de cultivo (tabla 6),
segun los precios que informa SIGMA (1999); mientras que para el Pectimorf se
partio del costo de produccién actual, reflejado en el informe final del proyecto
titulado “Obtencion y purificacion de oligogalacturénidos bioactivos a partir de la
pectina citrica, su aplicacion en la sustitucién de hormonas vegetales utilizadas en
la micropropagacion in vitro de diferentes especies de plantas” (lglesias, 1998).
Los valores que se reflejan son en moneda libremente convertible e incluyen hasta

la fase final de obtencién de vitroplantulas con 4 pares de hojas.

Tabla 6. Componentes del medio de cultivo utilizados para el analisis

econémico

Reactivo Cantidad Precio (usd)
Medio de cultivo | 1L 1.80
Murashigue 'y  Skoog,

(1962)

Gel Rite 250g 44.80

BAP 100mg 8.30
Pectimorf 100mg 0.47
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Efecto del BAP, Pectimorf y Biobras-6 sobre la
callogénesis y la organogénesis en hipocotilos del cultivar
Amalia

En aquellos tratamientos donde se le agregd al medio de cultivo diferentes dosis
de BAP se observé un cambio de coloracion en los hipocaétilos durante la primera
semana de cultivo, estos se tornaron de un color verde intenso y comenzaron a
ganar en longitud y grosor. Al mismo tiempo, en algunos explantes del tratamiento
B4 aparecieron raices espaciadamente, que fueron aumentando en cantidad vy
longitud hasta estar presentes en la mayor parte de los explantes e este
tratamiento (Tabla 7).

Durante este ensayo pudimos observar (Tabla 7), que las tres concentraciones de
BAP agregadas al medio de cultivo favorecieron la aparicién de callo en los
extremos apicales del explante; con poco crecimiento, textura compacta y algunos
abultamientos de color verde oscuro en la superficie, sin diferencias significativas
entre si entre los tratamientos en cuanto a formacion de callos, en que se
distinguen los altos valores obtenidos con la adicién de bajas dosis de BAP a los
medios de cultivo; estos resultados coinciden con los obtenidos en estudios
realizados con dosis mayores de 1mg.L”"' de este regulador (Santana, 1985b;

Alvarez et al., 1999b).

Tabla 7. Efecto de las diferentes combinaciones de BAP en la morfogénesis

in vitro, de segmentos apicales de hipocoétilos de tomate, cultivar Amalia

Tratamient |Brotes/exp |Eficiencia |Frecuencia |Explantes |Explantes
os regenerado |de explantes |con callo|con raices
regeneraci |regenerado |(%) (%)
on s (%)
(Brotes/exp
totales)
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B1 1.70£0.05 |1.54 76 100 80 a

B2 1.70+£0.05 |1.54 76 93 Ob

B3 1.67+0.04 |1.58 86 100 Ob

ESx* n.s 0.06 n.s 7.30-02E 2.69-02E 8.07-02E
n.s n.s n.s

Medias con letras semejantes son estadisticamente iguales segun prueba de
Duncan (p<0.05)

*** significativo para<0.001

La formacién de brotes adventicios fue muy favorecida con la presencia del BAP
en los medios de cultivo (figura 3). Los brotes comenzaron a emerger a partir de
los 16 dias de cultivo, principalmente de la zona de corte e indirectamente desde
los callos en mas del 50% de los explantes de los tres tratamientos (figura 3 a 'y b).
Aunque no hubo diferencias significativas entre las variantes aplicadas en cuanto
al numero de brotes por explante, es necesario destacar que la dosis de 0.5 mg.L'1
de BAP aportdé 2 brotes por explante (tabla 7). Resultados similares han sido
reportados por otros investigadores (Mirghis et al., 1995), los que coinciden en
reafirmar el comportamiento recalcitrante de la especie ante la induccion de la

morfogénesis.
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Figura 3. Regeneracion in vitro de hipocdtilos cultivados en medios

suplementados con BAP. a) Regeneracion directa, b) Regeneracion indirecta,

c)Brotes anormales

Es necesario destacar que en la medida que se elevo la concentracion de BAP en

el medio de cultivo se hizo mas frecuente la aparicion de hojas y brotes

anormales; caracterizados por un excesivo grosor de sus hojas y tallos, que en

algunos casos estuvo acompafiado por la ausencia de la yema apical (figura 3c).

El enraizamiento resulté el proceso menos frecuente, como se puede observar en

Figura 4 . Formacién de callos en
hipocotilos del cultivar Amalia
cultivados en medios
suplementados con Pectimorf

la tabla 7, sélo en el tratamiento B4 se
formaron raices en el 80% de los
explantes; evidenciando un aparente
desbalance hormonal al formarse éstas
primero que los brotes.

De igual forma, a los 7 dias de cultivados
los hipocétilos en medios con Pectimorf,

éstos estaban engrosados, con un color
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verde intenso; momento a partir del cual comenzaron a aparecer raicillas en uno
de los extremos del explante, llegando a ser multiples. A medida que se engroso el
extremo apical de los hipocétilos, aparecieron callosidades de cicatrizacion, que
en algunos casos, resultaron ser callos morfogenéticos de poco crecimiento y
textura compacta, como se observa en la figura 4.

La adicién del Pectimorf al medio de cultivo estimuld la formacién de callos en
cultivos como Café, Cafia de azucar y Anthurium cubense, (Garbey et al., 1998;
Santos 1998; Cevallos, 2000).

El mayor porcentaje de explantes con callo se observo en los tratamientos P, y P3
(Tabla 8), siendo estas variantes las que aportaron una mayor frecuencia de
regeneracion, destacandose el tratamiento P3 con una eficiencia de regeneraciéon
de 2.64 brotes por explante. En la tabla 8 se muestra como en dosis menores de
10 mg.L™ de Pectimorf no ocurrié la regeneracion de brotes; mientras que en dosis
superiores aun cuando se mantuvo el 100% de los explantes con callos, disminuyd
la frecuencia y eficiencia de regeneraciéon, lo cual demuestra que a esta
concentracion se promueve una fuerte actividad morfogenética en los segmentos
apicales de los hipocatilos.

En los ensayos realizados con este nuevo regulador se observd una marcada
estimulacién del vigor de los brotes vegetativos obtenidos, coincidiendo con la
respuesta obtenida en cultivos como café, ajo, cafa de azucar, platano, tabaco y
citricos (Diosdado, 1997; Gonzalez et al., 1999 y Cevallos, 2000).

Tabla 8. Efecto del Pectimorf en la morfogénesis in vitro de los hipocétilos

tomate, cultivar Amalia

Tratamient |Brotes/exp |Eficiencia |Frecuencia |Explantes |Explantes
os regenerado |de explantes |con callo|con raices
regeneraci |regenerado |(%) (%)
on s (%)
(Brotes/exp
totales)
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P+ 0+0.04c |0d Oc 30b 33b
P2 1.75+0.04 b |[1.40 b 80 ab 30b 33b
Ps 2.67+0.04 a |2.67 a 100 a 100 a 100 a
P4 1.71+0.06 b |0.80 c 46 b 100 a 100 a
ESxt o 0.07*** 0.12*** 0.12*** 0.12***

Medias con letras semejantes son estadisticamente iguales segun prueba de
Duncan (p<0.05)

*** significativo para<0.001

Al discutir estos resultados se pone en evidencia la semejanza del proceso
inducido por la presencia del Pectimorf con el descrito en el bioensayo anterior,
donde se utilizo el BAP como regulador del crecimiento. Gonzalez (1999), realizo
un bioensayo clasico en la induccién de callos y crecimiento de brotes de tabaco
utilizando el Pectimorf, donde demostré un efecto de tipo citoquininico, ello unido
a los resultados obtenidos en este mismo sentido por Garbey et al., (1998) con
callos de Saccharum officinarum L., al sustituir la kinetina por Pectimorf confirman
el tipo de accion reguladora que ejerce este oligopectato.

La introduccion de los oligogalacturénidos en las tecnologias de regeneracion in
vitro pudiera constituir una promisoria alternativa para mejorar la eficiencia
economica del proceso con insumos nacionales, al elevar los coeficientes de
multiplicacion y obtener plantulas con un desarrollo vegetativo adecuado
(Diosdado, 1997; Cabrera, 1999a).

Los resultados del experimento donde se combind la accién del Pectimorf con el
BAP, demostraron que la uniébn de estos desencadendé una actividad
morfogenética con caracteristicas similares a la observada en presencia del
oligopectato; cuando se utilizaron 10 mg.L™ del bioproducto y 0.5 mg.L™ de BAP
(P3+B2) se obtuvo un 100% de explantes con callos, resultado logrado con la
adicion de solo 10 mg.L”" de Pectimorf en el experimento anterior (tabla 9)(Figura
5).



en

presencia

Figura 5. Formacion de brotes a
partir de callos en hipocoétilos
cultivados
Pectimorf combinado con BAP

de
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La capacidad organogénica de los
hipocétilos sometidos a estos
tratamientos (Tabla 9), no difirid

significativamente entre si en cuanto al
porcentaje de explantes con brotes, ni al
numero de brotes por explante; no
mostrando una superioridad numérica
en cuanto a su desarrollo si la
comparamos con la respuesta obtenida
con la sola presencia del oligopectato en
el medio de cultivo. Estos resultados
indican que si bien se esperaba que el

BAP debia incrementar la respuesta

regenerativa de este tipo de explante en su union con el oligopectato, la

disminuyd; lo que pudiera estar motivado por una accion de desbalance hormonal

creada por el exceso de citoquinina en el medio de cultivo, que provoca un

bloqueo en la respuesta del explante.

Tabla 9. Accion del Pectimorf y BAP en la morfogénesis in vitro del tomate

Tratamient

(0]]

Brotes/exp

regenerado

Eficiencia
de

regeneraci

e

on

Frecuencia |Explantes |Explantes
explantes |con callo|con raices
regenerado | (%) (%)

(%)
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(Brotes/exp
totales)
P3+B1 1.41£0.07 |1.04 10 83 a 10b
P;+B; 1.50+£0.04 |1.12 23 100 a 3b
P;+B3 1.44+0.04 |1.16 36 16 b 66 a
ESx* n.s 0.04 n.s 7.72-02E 8.6-02E*** |8.07-02E***
n.s

Medias con letras semejantes son estadisticamente iguales segun prueba de
Duncan (p<0.05)

*k*

significativo para<0.001

En la Tabla 9, se observa que la formacién de raices tuvo un comportamiento con
una tendencia no esperada, a pesar del aumento de la concentracion de
citoquininas en el medio de cultivo se incremento el porcentaje de explantes con
raices; este comportamiento pudiera deberse a un desbalance hormonal intrinseco
causado por la adicion de combinaciones inadecuadas para este tipo de
explantes de estos reguladores del crecimiento.

Los oligopectatos son oligosacarinas consideradas actualmente como reguladores
endoégenos del desarrollo y la morfogénesis de las plantas; éstos regulan la
sintesis y accion de las hormonas en los distintos procesos de organogénesis y el
crecimiento (Aldington et al .,1991; Aldington y Fry, 1993a; Messiaen y Van Astem,
1993).

Los oligopectatos pudieran llevar informacién y ser portadores de mensajes
quimicos, que en este caso pueden desencadenar procesos fisiologicos de
regeneracion y division de la pared celular, ya que ellos promueven en las células
vegetales la sintesis de importantes sustancias que actuan en estos procesos
(Diosdado, 1997; Cabrera, 2000).

Tabla 10. Caracterizacion del proceso morfogenético ocasionado por la

presencia de Biobras-6 en hipocétilos del cultivar Amalia

Tratamiento | Brotes/exp | Eficiencia de | Frecuenci |Explantes | Explantes
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s regenerad |regeneracio |a con callo|con raices
o n explantes | (%) (%)
(Brotes/exp |regenerad
totales) o (%)
BB 1.48 1.33 64 0 64
BB, 1.57 1.48 28 0.7 42
BB; 1.4 1.12 21 14 35
BB, 1 1.09 21 14 57
ESx* n.s 0.07 n.s 0.12** 8.17-02E |0.12n.s
n.s

Medias con letras semejantes son estadisticamente iguales segun prueba de
Duncan (p<0.05)

** significativo para p<0.01

Al adicionar al medio de cultivo basal donde se cultivaban hipocdétilos el analogo

de brasinoesteroide Biobras-6, se observd una pobre y casi nula formacién de

callo, con un notable enraizamiento en todas las combinaciones probadas por uno

de los extremos de los explantes(Tabla 10).
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En la tabla 10 se expone el
comportamiento  del proceso
organogénico y la formacion de
callo ante la accion del Biobras-6.
Este analogo de brasinoesteroide

a concentraciones mayores de 10

* mg.L™ (BB4), mantuvo constante

Figura 6. Formacién de callos a partir | |2 formacion de brotes y el nimero
de hipocétilos cultn{ados en medios | (e protes por explantes. Si bien, la
suplementados con Biobras-6 y BAP

eficiencia de regeneracién no fue

superior a la de otros experimentos donde se usaron diferentes reguladores, se
observo regeneracion directa a partir de los segmentos apicales de hipocétilos.
Gonzalez et al., (1998) sugieren una posible accion de los brasinoesteroides como
promotores de la diferenciacién celular, aunque aun se desconozcan los
mecanismos por los cuales se llevan a cabo.

Los resultados hasta aqui descritos demuestran que este analogo de
brasinoesteroide, en cualquiera de las concentraciones aplicadas, no incremento
los valores de las variables morfogenéticas que describen a un eficiente proceso
de regeneracion, pero cabe sefialar los notables resultados alcanzados en la
regeneracion directa de mas del 50% de los explantes del tratamiento BB6, (tabla
10).

Las respuestas de este bioensayo se unen a las obtenidas a través de multiples
investigaciones, sobre la capacidad de los brasinoesteroides para activar a muy
bajas concentraciones los procesos metabdlicos y el crecimiento vegetal (Nufez,
1999; Garcia, 1998); lo que abre nuevas perspectivas en su utilizacion como
sustituto de las hormonas de crecimiento en los diferentes procesos biolégicos.

Es necesario destacar que el Biobras-6 fue también efectivo en los procesos
morfogenéticos del citrico, arroz, cafia de azucar, papa y café; con la ventaja de
que los mejores resultados se encontraron a las concentraciones mas bajas del
producto (Gonzalez et al., 1995; Diosdado, 1997; Moré et al., 1998 y Garcia,
1998).
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El uso de 10 mg.L™" de Biobras-6 combinado con diferentes dosis de BAP como
suplemento del medio de cultivo favorecié la formacion de callos de abundante
crecimiento, morfogénicos y de color verde claro en todos los tratamientos
ensayados (Figura 6). Como se destaca en la tabla 11, a medida que se aument6
la concentracién de BAP en el medio de cultivo se obtuvo un mayor porcentaje de
explantes con callo. Este resultado evidencio el comportamiento superior de estas
variantes ante aquellas donde se utilizé solamente Biobras-6 como estimulador de
la morfogénesis in vitro, evidenciandose una accion sinérgica entre estos dos

reguladores.

Tabla 11. Efecto de la accion del Biobras-6 combinado con BAP en la
morfogénesis in vitro del tomate
Tratamiento |Brotes/exp |Eficiencia de |Frecuencia |Explantes
s regenerado |regeneracidé |explantes con callo (%)
n regenerados
(Brotes/exp | (%)
totales)
BB+B 1.68+0.05a |1.61a 90 a 70b
BB;+B; 1.41£0.09b [1.12b 30b 100 a
BB1+B3 0+0.05c Oc Oc 100 a
ESx+ b 0.07*** 0.15*** 9.48-02*

Medias con letras semejantes son estadisticamente iguales

Duncan (p<0.05)

*k%

significativo para<0.001

segun prueba de

Goémez et al.,(1996), trabajando con la variedad de papaya Maradol Rojo,
encontraron regeneracion de plantas a partir de embriones somaticos favorecida
por las concentraciones de 10* mg.L”" de BB6 en combinacién con 0.2 mg.L™" de
BAP, tanto para el numero de plantas como para la cantidad de conglomerados
que formaron plantas. De igual manera, en este experimento la regeneracion de
brotes ocurri6 en mayor medida en aquellos tratamientos donde era menor la

concentracion de BAP en el medio, destacandose el BB4+B4 con una mayor
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frecuencia y eficiencia (Tabla 11).Es necesario destacar que no hubo formacion de

raices en los tratamientos ensayados en este experimento.

4.2 Efecto del BAP, Pectimorf y Biobras-6 sobre la
callogénesis y la organogénesis en cotiledones del
cultivar Amalia

Después de 10 dias de cultivados
los cotiledones en diferentes
concentraciones de BAP, estos
estaban engrosados, con una
coloracion verde intensa y a partir
de la zona de corte comenzd a
formarse un tejido compacto de
cicatrizacion a ambos extremos de

las hojas cotiledonales; pasados los

16 dias, no habian proliferado en

Figura 7. Regeneracién de brotes a crecimiento y emergian multiples

partir de cotiledones cultivados en yemas, de las que se desarrollaron
medios suplementados con bajas

concentraciones de BAP brotes de color verde intenso, como

los mostrados en la figura 7.

La primera respuesta del tejido ante el medio de cultivo estd dada por la
interaccion de los niveles enddgenos y exdgenos de hormonas. Diferentes
autores, como Torrelli et al, (1996) y Fuentes et al, (1998), encontraron
diferencias en cuanto a la capacidad de divisién celular y regeneracion de plantas
de tomate, estando ésta determinada, en gran medida, por el tipo de explante
usado, aun cuando se utilizan diferentes explantes de una misma planta.

En este experimento se presentd una frecuencia de regeneracion de un 100% en
todas las variantes, sin que estuviera precedida por la formacion de callos; por lo
que se evidencia una respuesta muy especifica de regeneracion directa en las

hojas cotiledonares.
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En la figura 8, se puede observar que la mayor eficiencia de regeneracién se
alcanzé en el tratamiento B,, con 3.78 brotes por explante, resultado que no difirié
estadisticamente del logrado en el tratamiento B3 y fue superior al obtenido por
Fuentes et al., (1998), cuando obtenian regeneracion de brotes (2.75 brotes por
explante regenerado) con una frecuencia de un 57% a partir de cotiledones en

medio complementado con 0.5 mg.L™ de Zeatinay 0.1mg.L™" de AIA.

Esxt 0.03 a

X

B 1 B 2 B3

Tratamientos (mg.L-1)

M #brotes/explantes

Figura 8. Efecto de diferentes concentraciones de BAP en la regeneracion in
vitro de hojas cotiledonares de tomate

Desde los primeros dias de iniciado el cultivo de los cotiledones en el medio
suplementado con Pectimorf, se incrementé el crecimiento en longitud y grosor de
los explantes, tornandose éstos de un color verde intenso. A medida que avanzo
el tiempo de cultivo, algunos explantes de los tratamientos P2, Pz y P4 (Tabla 12),
comenzaron a enraizar en uno de los extremos del mismo, llegando a emitir largas
raices.

Tabla 12. Actividad morfogenética causada por la accion del Pectimorf en hojas

cotiledonares del cultivar Amalia

Tratamientos Explantes con callo (%) |Explantes con raices
(%)

P4 0b 0

P, Ob 13
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P Ob 13
P4 26 a 26
ESxt 6.44-02E*** 8.77-02E n.s

Medias con letras semejantes son estadisticamente iguales segun prueba de
Duncan (p<0.05)

*** significativo para<0.001

Este experimento demostré claramente que el Pectimorf en las dosis estudiadas
no favorecio el desarrollo de brotes en hojas cotiledonares de tomate. Solo con la
mayor de las dosis estudiadas (P4), se pudo observar una incipiente formacion de
callo que alcanzo al 26% de los explantes bajo ese tratamiento (Tabla 12), sin que
se tuvieran indicios de regeneracién alguna durante el tiempo de cultivo. Esta
respuesta fue inferior a la obtenida cuando utilizabamos segmentos apicales de
hipocoétilos como explantes cultivados en medios suplementados con iguales
combinaciones de reguladores, lo que denota una respuesta diferencial de cada

explante causada por diferencias endogenas del balance hormonal.

La presencia del oligopectato
combinado con concentraciones
menores de 1mg.L”" de BAP, permitié

incrementar la respuesta de los

Figura 9. Regeneracién indirecta
en hojas cotiledonares cultivadas
en medios suplementados con
Pectimorfy BAP
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explantes en cuanto a frecuencia de regeneracién se refiere en comparacion con
la obtenida con esta misma combinacion de reguladores aplicada a los segmentos
apicales de hipocoatilos.

En los tres tratamientos de este experimento se formaron callos de abundante
crecimiento y color verde en mas de la mitad de los explantes, destacandose
Ps+B4 con el 100% de los explantes con callos. Las variantes P3+B¢ y P3+Bo,
provocaron la diferenciacion de brotes, con valores muy pobres y similares
estadisticamente; como se puede observar en la tabla 13, la eficiencia de
regeneracion no fue aceptable en los dos casos. La causa de esta reaccidn
pudiera deberse al agotamiento de los nutrientes en el medio, después de tres
semanas de cultivo; o que conduce a un desequilibrio hormonal, provocando la
necesidad de un subcultivo de los callos a medios ricos en citoquininas.

La variante P3+B3, fue la unica donde se observo el enraizamiento de uno de los
extremos de la hoja cotiledonal (figura 9). Esta respuesta pudiera estar inducida
por alta concentracion de citoquinina presente en el medio de cultivo.

Tabla 13. Proceso morfogenético inducido en hojas cotiledonares de tomate

por la combinacion de Pectimorf y BAP en el medio de cultivo

Tratamient |Brotes/exp |Eficiencia |Frecuencia |Explantes |Explantes
os regenerado |de explantes |[con callo|con raices
regeneraci |regenerado |(%) (%)
on s (%)
(Brotes/exp
totales)
P3+B1 1a 1a 100 a 100 a Ob
P3+B2 1a 1a 93 a 66 b Ob
P3+B3 Ob Ob Ob 50 b 10 a
ESx* 0*** On.s 7.72-02E*** |8.17-02E*** |3.27-02E**

Medias con letras semejantes son estadisticamente iguales segun prueba de
Duncan (p<0.05)

** significativo para p<0.01

*** significativo para<0.001




57

De todos los factores implicados en la respuesta morfogenética, se sabe que el
limitante fundamental de la induccién del mismo es la concentracion hormonal.
Estudios de correlacidn entre los niveles hormonales enddgenos y procesos
fisiologicos, asi como experimentos sobre los efectos de las hormonas aplicadas
exdégenamente lo corroboran (Zorzoli et al., 1994; Ricci et al., 1999).

La adicién de Biobras-6 en los medios de cultivo bloqued el proceso morfogenético
in vitro de las hojas cotiledonares de tomate, solo se observd una incipiente
formacion de callo de muy poco crecimiento en la zona de corte, de coloracion
crema y textura compacta que no alcanzé6 mas del 5% de los explantes en el
tratamiento BB6, (Tabla 14).

La formacion de raices fue el fendbmeno mas comun observado en presencia del
brasindlido (Tabla 14), acompafiado de un proceso de oxidacién irreversible que
impidio la formacion de estructuras y favorecio la necrosis de los explantes.

Tabla 14. Efecto del Biobras-6 en hojas cotiledonares de tomate cultivadas in

vitro

Tratamientos Explantes con callo (%) |Explantes con raices (%)
BB6 0 50 a

BB6; 0 10b

BB6; 5 70 a

BB6, 0 75a

ESxt 2.48-02E n.s 0.11**

Medias con letras semejantes son estadisticamente iguales segun prueba de
Duncan (p<0.05)

** significativo para p<0.01

*** significativo para<0.001

El uso del Biobras-6 combinado con BAP en los medios de cultivo donde se
sembraron hojas cotiledonares de tomate -cultivar Amalia, mostré6 mejores
resultados en la formacion de callos que otros experimentos ensayados con
anterioridad con este biorregulador (Tabla 15). Los callos desarrollados eran de
color verde claro, friables y de crecimiento abundante, destacandose el

tratamiento BB64+B1 con el 100% de los explantes con callo.
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Tabla 15. Efecto de la adicion del Biobras-6 combinado con BAP en la

morfogénesis in vitro de las hojas cotiledonares del cultivar Amalia

Tratamientos |# Brotes/exp |Eficiencia de|Frecuencia de |Explantes con
regenerado regeneracion |explantes callo (%)
(# Brotes/exp |regeneradoss
totales) (%)
BB64+B1 1.081£0.08 0.2 20 100
BB6,+B2 1.12+0.06 0.3 30 70
BB6,+B3 1.2+0.06 0.5 40 60
ESx+ n.s 0.07 n.s 0.14 n.s 0.13 n.s

La regeneracién de brotes fue muy incipiente, sélo se formaron a partir de los
callos, con una menor eficiencia y sin diferencias significativas entre los
tratamientos (Tabla 15). A medida que aumento la concentracion de BAP en el
medio de cultivo, se incrementé tanto el porcentaje de explantes con brotes como
el numero de brotes por explante.

Cuando se estudio la respuesta de segmentos apicales de hipocdtilos a la adicion
de estas mismas combinaciones de Biobras-6 y BAP (epigrafe 4.1), se obtuvo una
respuesta inversa a la de este experimento, en cuanto a la formacion de callos se
refiere; mientras que en las hojas cotiledonares no hubo diferencias significativas
entre los tratamientos en ninguna de las variables evaluadas. Diferentes autores,
como Santana (1985b), Torrelli et al., (1996), encontraron diferencias en cuanto a
la capacidad de division celular y regeneracion en las plantas de tomate, estando
ésta determinada, en gran medida, por las condiciones de cultivo y el tipo de

explante usado, aun cuando se utilizan diferentes partes de una misma planta.

4.3 Nuevo protocolo de regeneracion tomando como explante

semillas cortadas
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4.3.1 Imbibicién de semillas en agua y cultivo en ausencia de

reguladores del crecimiento, cultivar Amalia

Transcurridos de tres dias de sembradas las SC en medio basal se observo la
emision de la radicula y comenzaron a elongarse los hipocotilos sin las hojas
cotiledonares, que en algunas ocasiones quedaban junto a la radicula producto del
fraccionamiento de la semilla.

En la siguiente semana, sobre la zona apical del hipocétilo, se inicié un proceso de
cicatrizacion en la zona de corte, que en algunos explantes concluyé con la
formacién de callos de poco crecimiento, compactos y de color verde. Segun se
puede observar en la tabla 16, mientras mayor fue el tiempo de imbibicion de las
semillas en agua se incremento el porcentaje de explantes con callos; alcanzando
al 100% en Ts.

Al mismo tiempo, en aquellos explantes donde no hubo una proliferacion de callo
en la zona de cicatrizacién, comenzaron a desarrollarse puntos de color verde,
que entre los 12 y 14 dias de cultivo
diferenciaron en yemas y brotes
(Figura 10a). Entre todos los tiempos
de imbibicion probados en este
experimento no hubo diferencias
significatvas en cuanto a |la
frecuencia de regeneracién; aunque
fue notable el tratamiento T, donde el
100% de los explantes formd brotes
con una eficiencia de 1.58 brotes por
explante, en un medio sin reguladores
del crecimiento sin diferencias
significativas en la eficiencia de
regeneracion (Tabla 16).

Ezura et al., (1993) reportaron un alto
porcentaje de diferenciacion de brotes

(60%) cuando precultivaron semillas

Figura 10. Regeneracion en SC del
cultivar Amalia cultivadas en MS sin
reguladores del crecimiento.
a)Regeneracién directa a partir de
SC, b) Regeneracion en callos de
SC subcultivados a MB frescos
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de pimiento (c.v Shinsakigake-2) desde 5 horas hasta 5 dias en condiciones
semejantes. Estos autores recomendaron esta nueva metodologia de cultivo para
esta Solanacea, por ser mas eficientes que otros protocolos ensayados con
anterioridad (Arroya y Revilla, 1991).

Es importante detallar que un pequefio porcentaje de los explantes que elongaron
emitieron un solo brote desde el centro de la superficie de corte de los hipocdtilos,
los que fueron despreciados de la coleccion de datos por considerarse un posible
error de corte (epigrafe 3.1.4).

Tabla 16. Efecto de la imbibicion de las semillas en la morfogénesis in vitro del

tomate
Tratamientos |# Brotes/exp |Eficiencia de|Frecuencia de |Explantes con
regenerado regeneracion |explantes callo (%)
(# Brotes/exp |regeneradoss
totales) (%)
Control 1.75£0.07 b 144 b 69 25b
T4 2+0.07 b 1.37b 63 31b
T, 1.58+0.06 b 1.58 ab 100 56 b
T; 2.57+0.06 a 1.72 ab 81 100 a
ESx+ ** 0.09** 0.10 n.s 0.12***

Medias con letras semejantes son estadisticamente iguales segun prueba de
Duncan (p<0.05)

** significativo para p<0.01

*** significativo para<0.001

Posteriormente, en algunos de los callos comenzaron a diferenciarse yemas y
brotes con caracteristicas semejantes a los obtenidos por regeneracion directa, al
igual que en los callos que se subcultivaron a medio fresco (Figura 10b). En
algunos casos se subcultivd la parte apical del hipocétilo en que no se habia
apreciado regeneracion o que las yemas no habian diferenciado aun, lograndose
el inicio de la misma a la semana del subcultivo en medio MB fresco.

En este trabajo se evalu6 el porcentaje de explantes con yema después del

primer subcultivo, encontrandose que no habia diferencias entre los tres
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tratamientos ensayados en cuanto a esta variable se refiere (Tabla 17), solo en el
tratamiento Control no ocurrié formacién de yemas. De manera contraria a lo que
resulta durante el primer cultivo, el mayor numero de yemas por explantes se
alcanzé en el tratamiento T4 con 2.81 y fue disminuyendo a medida que aumento
el tiempo de imbibicidon (Tabla 17). Esta respuesta demuestra la influencia de la
imbibicion de las semillas en el tiempo de formacién de las yemas que daran lugar
a brotes.

Tabla 17. Formacion de yemas en SC subcultivadas a medio fresco

Tratamientos # Yemas/explantes | Frecuencia de

totales explantes con
Yemas (%)

Control 0+£0.04 d Ob

T4 2.81+0.04 a 100 a

T, 2.41+0.05b 100 a

T; 1.9410.04 c 100 a

ESx+ ** 0.171%**

Medias con letras semejantes son estadisticamente iguales segun prueba de
Duncan (p<0.05)

*** significativo para<0.001

En un analisis de los resultados obtenidos con esta nueva metodologia,
observamos que el tratamiento T, resulté ser el que aport6é valores mas altos de
eficiencia y frecuencia de regeneracion; ya que el 100% de los explantes tuvo
regeneracion en el primer cultivo y continud el proceso de regeneracion después
del primer subcultivo, aumentando el nimero de yemas por explante de forma
considerable, por lo que fue el tratamiento que se escogid para posteriores
experimentos (Tabla 16y 17).

Al activar los mecanismos de diferenciacién de brotes y yemas adventicias en
fases tan tempranas obteniendo los brotes o callos con yemas en menor tiempo,
sin reguladores del crecimiento; se disminuyen entre otros los riesgos por

infestacion, ademas de la simpleza y poca manipulacion de que es objeto los
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explantes, la variabilidad genética inducida por las prolongadas condiciones de
cultivo y el uso de reguladores del crecimiento lo que hace este protocolo de
regeneracion superior en muchos aspectos a los tradicionales para el cultivo en
que se hacen los primeros subcultivos entre la tercera y cuarta semana, ademas
de los riesgos de variabilidad genética y alta frecuencia de plantas anormales que

le son inherentes.

4.3.1.1 Caracterizacion histologica de la regeneracion

En la primera semana de cultivo se observaron cambios en la estructura de la
zona de corte (figura 14a), las células del parénquima cortical (PC) que habian
sufrido desprendimiento y ruptura por causa del corte mecanico habian formado
un tejido de cicatrizacion con la emision de suber que recubria la zona dahada. En
la figura 14b, podemos observar como las células de la epidermis (CE) que se
desprendieron a causa del corte continuaron su crecimiento.

A los 11 dias de cultivados los explantes en la superficie de cicatrizacion (figura
14c), se detectd la proliferacion de células meristematicas (CM) caracterizadas
por su pequefio tamafno y forma isodiamétrica, agrupadas en tres conjuntos bien
diferenciados por la escasez de espacios intercelulares entre las células que los
conforman; asi como la presencia de incipientes brotes vegetativos (BV), los que
al ser observados a un mayor aumento se destacaban por el gran desarrollo del
primordio foliar (PF) (figura 14d).

Las fotomicrografias obtenidas a partir del estudio realizado en el MEB,
permitieron esclarecer el origen de los regenerantes diferenciados a partir de SC;
demostrando que estos son producto del estimulo causado por la ruptura
mecanica de la dominancia apical que permitio la redifenciacion de este tejido y
no por las condiciones de cultivo o posibles errores en el corte de los explantes.
Después de 14 dias de cultivo se practicaron cortes a mano alzada en la superficie
de corte de SC, detectandose la presencia de multiples brotes (figura 14e), bien
desarrollados (figura 14f).

Es necesario destacar, que los patrones de desarrollo encontrados en el proceso

de regeneracion de brotes a partir de SC tuvieron plena coincidencia con las
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observaciones morfolégicas realizadas en experimentos anteriores; asi como con
los estudios realizados por Ezura et al., (1993), en este tipo de explante para

Capsicum annumm L.

4.3.1.2 Analisis de la estabilidad genética de las vitroplantulas

4.3.1.2.1 Analisis bioquimico

Los electroforetogramas isoenzimaticos obtenidos, después de revelados los geles
con la tincién especifica para cada sistema, se observan en las figuras 15, 16, 17,
18 y 19 para los sistemas AC, Mdh, Prx ,Esty GOT.

Se revelo la presencia de actividad enzimatica en el sistema AC (figura 15), la
cual estuvo caracterizada por la presencia de 2 s gruesas, tanto en los
regenerantes como en el donante. Aunque no se cuenta con evidencias de su
caracterizacidon en tomate, se sabe que esta es una de las mas abundantes
proteinas solubles y que en plantas C3, se encuentra fundamentalmente en los
cloroplastos y su peso promedio esta comprendido entre 140-250 kDa (Maleau y
Coleman, 1991).

De igual modo, el material examinado, presentdé similitud electroforética en el
sistema Mdh (Figura 16), sistema que esta incluido en los mapas genéticos del
cultivo (Lan, Paterson y Wing, 1993; TGC, 1990, 1994) y que se caracteriza por la
presencia de tres fracciones (0.106, 0.318, 0.376 y 0.435) bien delimitadas. En el
tomate se conoce que este sistema puede ser tanto monomeérico como dimérico ,
y que presenta 4 isoformas polimorficas, de las cuales solamente han sido
mapeadas Mdh-1, Mdh-3 y Mdh-4, ubicadas en los cromosomas 3, 7 y 12,

respectivamente (Chetelat y de Verna, 1993).
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Figura 15. Zimograma AC de los regenerantes (R) y del cultivar Amalia (D)
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Figura 16. Zimograma Mdh de los regenerantes (R) y del cultivar Amalia(D)

En el diagrama electroforético de isoenzimas Prx (Figura 17), se constatd la
existencia de alta actividad enzimatica en el material analizado, este sistema
presentd un total de seis bandas bien definidas y caracteristicas de la especie

Lycopersicon (Florido, 1999).
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Figura 17. Zimograma Prx de los regenerantes(R) y del cultivar Amalia (D)
Diversos estudios de mapeo del cultivo (TGC, 1990, 1994), han permitido conocer
que el mismo presenta ocho isoformas Prx, que codifican para un complejo de
bandas, siendo uno de los mas usados en estudios bioquimicos, tanto en
Lycopersicon como en otros géneros de plantas, por ser de los mas polimorficos y
por la estabilidad y reproducibilidad de sus bandas, ademas del importante papel
que desempefan las isoenzimas Prx en la diferenciacion celular y su relacion con
la resistencia a factores adversos tanto bidticos como abidticos (Gonzalez, 1989;
Zheng y Cheng, 1993; Gonzalez, 1993; Iglesias, 1995, y Alcazar et al., 1995;
Gracia, 1998.

Morales et al., (1998), plantearon que uno de los sistemas mas apropiados para la
caracterizacion isoenzimatica de somaclones de tomate fueron las Est, debido a
su marcado polimorfismo. Cuando se analizé el perfil isoenzimatico de ésta en las
vitroplantulas en comparacion con el cultivar Amalia no se observd polimorfismo
alguno (Figura 18 ). Lo que confirma la no existencia de variaciones genéticas
asociadas a este sistema por el procedimiento de regeneracion empleado.

Con respecto a las enzimas Est, se debe senalar que estan constituidas por un
grupo complejo de proteinas asociadas con proteinas intracelulares especificas
(Iglesias, 1986, Gonzalez, 1989; Fernandez, 1999, comunicacién personal, TGC,
1994), que presentan un total de ocho sitios polimérficos en el cultivo (TGC, 1990,
1994)..

Valor Banda
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Figura 18. Zimograma Est de los regenerantes (R) y del cultivar Amalia (D)
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Figura 19. Zimograma Got de los regenerantes (R) y del cultivar Amalia (D)

Los resultados bioquimicos obtenidos del analisis enzimatico analizado no revel6
variaciones apreciables en el patron electroforético del sistema Got (figura 18).

Vondnishharova (1993), utilizé este sistema para detectar la variabilidad hibrida de
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semillas de tomate; mientras que Santana (1993), encontré estabilidad en el

proceso de embriogésis somatica del café.

4.3.1.2.2 Estudio citogenético de las vitroplantulas.

El conteo cromosomico (Figura 20), en células de las vitroplantulas y del cultivar
Amalia reflejo igual numero (2n=24); lo que corrobora los resultados obtenidos
mediante los analisis isoenzimaticos realizados en el anterior epigrafe, no
detectandose por ninguno de los estudios induccion de variabilidad genética
debido a las condiciones de cultivo in vitro. Los regenerantes analizados
B mantuvieron el cariotipo de la especie
Lycopersicon esculentum (Morales 1997 y Xiquéz,
1998) para células diploides.

En el analisis del cariotipo pudo observarse, tanto
en el donante como en los regenerantes, dos
cromosomas de mayor tamafno que el resto, lo que

coincide con lo planteado por Khush y Rick (1968)

citado por Xiquez (1997).

Figura 20. Cromosomas observados

durante la_mitosis =24, aumento | Evans y Sharp (1983), Maliza (1984) y Morales

(1997); se refirieron a la variabilidad genética detectada en plantas de tomate
regeneradas por cultivo de tejidos, detectandose células poliploides y diploides en
el mismo genotipo, en cambio, no fue observado este fendmeno en ninguna de las
vitroplantulas obtenidas de sC en ausencia de reguladores del crecimiento.

Ezura et al., (1993), al practicar un conteo de cromosomas en células de la raiz de
plantulas de pimiento, obtenidas por igual metodologia que la empleada en este
estudio no encontraron diferencias entre el niumero de cromosomas de las plantas
del cultivar donante y el de las regeneradas, lo que fue confirmado para el tomate
en el cultivar Amalia.

Existen muchos factores que inciden en el adecuado desarrollo de una
metodologia de regeneracion in vitro; entre ellos se encuentra el genotipo de la
especie de que se trate, el medio de cultivo, las hormonas utilizadas, la
concentracion de oxigeno en el medio y la metodologia de trabajo, entre otros

(Singh, 1993; Rosu y Petrescu, 1995). Cualquiera de estos factores pudiera haber
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incidido en la manifestacién o aparicion de una mutacion que afectara la division
celular, provocando en la mitosis una distribucion desigual de los cromosomas,
bien por fallos en la formacién del huso acromatico o en su unién al centrémero,
aparicion de cromosomas retardados o de no-disyuncion mitética de las
cromatidas hermanas (Xiquéz, 1998).

Se debe tener en cuenta a la hora de analizar los resultados obtenidos con la
nueva metodologia de regeneracion propuesta que al activar los mecanismos de
diferenciacion de brotes y yemas adventicias en fases tan tempranas y en
ausencia de reguladores del crecimiento, se disminuyen los riesgos de variabilidad
genética inducida por las condiciones de cultivo; entre otros muchos a los que se
ven expuestos los explantes tomados en fases posteriores del desarrollo

vegetativo.

4.3.1.3 Adaptacion de vitroplantulas a condiciones ex vitro

Los brotes provenientes de SC que fueron subcultivados en medio basal (MB),
(epigrafe 4.3), a los 7 dias ya presentaban un sistema radical completamente
desarrollado y habian emitido de 3 a 4 hojas verdaderas, como se aprecia en la
figura 12. En la figura 13 (A y B), se muestra como en el momento del inicio de
este experimento las vitroplantulas tenian aproximadamente 4 pares de hojas y
una altura de 5 cm.

Al colocar las vitroplantulas en el sustrato recomendado a tal efecto (Lara, 1999) y
bajo condiciones controladas (Casanova, 1999), estas mantuvieron un crecimiento
acelerado con caracteristicas individuales en cada tratamiento. Como se
demuestra en la figura 13, a los 15 dias de establecidas las plantas en condiciones
ex vitro ya estaban totalmente adaptadas (Figura 12b); habian sido capaces, no
solamente de sobrevivir sino de continuar su crecimiento. En este estadio las
plantulas de los tratamientos T1 y T3 tenian un numero de hojas y altura
semejantes, a diferencia de las plantulas del tratamiento T,, que presentaban

valores superiores.
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Figura 12. Caracterizacion del proceso de adaptacion de las vitroplantulas de
tomate. a) vitroplantulas enraizadas, b) vitroplantulas a los 15 dias en condiciones
ex vitro, c¢) vitroplantulas adaptadas a los 30 dias de sembradas en condiciones ex
vitro

El numero de hojas emitidas es un parametro importante del desarrollo biolégico
del cultivo, por ser la aparicion de la cuarta hoja verdadera en el cultivo del tomate
el marcador fenolégico, que segun Verde y Alvarez (1994), divide en dos subfases
la etapa vegetativa, debiendo realizarse el transplante con posterioridad a la
emisién de dicha hoja. Desde el inicio de la adaptacion, la variable numero de
hojas mantuvo un crecimiento constante en los tres tratamientos estudiados;
desde los 15 dias las plantulas de T, y T3 comenzaron a emitir un mayor numero
de hojas que T4, que termino el periodo evaluativo con un promedio de 7

hojas/plantula (Figura 13 A).
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La altura de las plantas en la fase de semillero es uno de los parametros de
crecimiento que tiene un valor determinante en su aptitud para el transplante
(Lara, 1999). Al final del periodo evaluativo, 30 dias, las plantulas de las variantes
T4y T2 no eran diferentes en cuanto a su altura (29 cm), difiriendo de aquellas del
tratamiento T3 que presentaban menor longitud (Figura 13 B).

Las evaluaciones mostradas (Figura 13), indican que antes de los 30 dias las
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Figuras 13 . Comportamiento del nimero de hojas (A) y la altura (B) de
vitroplantas de tomate durante el periodo de adaptacion.

vitroplantulas aclimatadas presentaban un tamafo acorde a lo establecido en el
Instructivo Técnico del cultivo para semilleros (MINAGRI, 1983), donde se
establece que una postura de calidad debe tener una altura entre los 15y 18 cm.
En un analisis general del comportamiento de las dos variables evaluadas, el
tratamiento T, fue el que alcanz6 mayores valores de crecimiento y actividad
fisiologica(Figura 12 y 13). La tabla 21, denota que los tratamientos To y T3
alcanzaron los mayores porcentajes de supervivencia, aunque no hubo diferencias
entre las vitroplantulas de los tres tratamientos en cuanto a este indice se refiere;
indicando valores muy superiores a los obtenidos en este proceso en otros cultivos
(Gonzales, 1998).
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Tabla 21. Supervivencia de las vitroplantulas adaptadas.

Tratamientos Superviviencia de las

Vitroplantas (%)

T1 66.6+0.12

T2 86.4+7.83-02E
T3 88+7.34-02E
ESx* n.s

4.3.1.4 Analisis econdémico.

Si se comparan los costos del nuevo protocolo de regeneracion con los incurridos
al utilizar segmentos apicales de hipocétilos como explantes cultivados en medios
suplementados con BAP (Alvarez et al., 1999b), comprobaremos la eficiencia de
este (tabla 21).

Cuando se usan concentraciones de 2 mg.L™" de BAP para suplementar el medio
de cultivo para segmentos apicales de hipocdtilos (Alvarez et al., 1999b), los
gastos se elevaron cuantiosamente (tabla 21). Ello se debe, fundamentalmente, al
consumo de medio de cultivo en la fase de germinacion de las semillas para
obtener la plantas asépticas de las que se extraeran los segmentos apicales de
hipocdtilos y el uso del BAP como regulador del crecimiento en el medio de cultivo
en que se siembran los explantes.

Sin embargo, cuando se utilizan SC como explantes se disminuyen los gastos, ya
gue no se requiere medio basal inicial para la obtencion del explante en el medio
de cultivo no se emplean reguladores del crecimiento. Se estima un ahorro del
50.5%, al dejar de consumirse 438.3 usd por cada 100 L de medio utilizado. Cabe
sefalar, que con esta metodologia el tiempo total de cultivo de los explantes se
reduce a casi la mitad con el consiguiente ahorro en cuanto a insumos de
laboratorio, mano de obra y energia eléctrica se refiere.

Con este analisis se comprueba que el nuevo protocolo de regeneracion no solo

tiene ventajas en el aspecto biolégico, sino también desde el punto de vista
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econdmico al ser mucho mas simple, en cuanto a manipulacién y ahorro de

reactivos.

Tabla 21. Gastos incurridos en la preparacion de 100 L de medio de cultivo,

para la regeneracion in vitro de explantes de tomate.

Metodologias de cultivo

Germinacion de semillas

Precultivo de semillas y

y cultivo de segmentos |siembra de SC
de hipocétilos.
Suplementos del medio |BAP Control
Gastos (usd) 868.3 430
Ahorro(usd) 0 438.3
% Ahorro Total 0 50.48

4.3.1.5 Aplicacion a diferentes cultivares de tomate.

Cuando las semillas de diferentes cultivares fueron procesadas siguiendo igual
metodologia que con la variedad Amalia, se encontré un desarrollo morfogenético
in vitro muy similar en la mayoria de los cultivares. En todos los cultivares hubo
formacion de callo, destacandose Campbell 28, seguido de Amalia y Lignon,
ambos sin diferencias significativas, en cambio, en los cultivares Floradel y Rilia
predomind la regeneracién directa a partir de la zona de cicatrizacion. Como se
puede observar en la tabla 18, en los cultivares Campbell 28, Amalia, Lignon vy
Floradel en mas del 50% de los explantes hubo diferenciacion de brotes con una
eficiencia similar entre ellos y en menor grado en el cultivar Rilia.

Sin embargo, se observd heterogeneidad entre los brotes en cuanto a su
morfologia (Figura 11). Ello pudiera deberse, fundamentalmente, a las marcadas
diferencias existentes entre los genotipos estudiados, lo cual influye en su
crecimiento y desarrollo bajo determinadas condiciones de cultivo.

Tabla 18. Respuesta morfogenética in vitro a partir de SC de diferentes cultivares

de tomate




Tratamiento |# Brotes/exp | Eficiencia de |Frecuencia |Explantes
s regenerado |regeneracio |de explantes |con callo (%)

n regenerados

(# s (%)

Brotes/exp

totales)
Campbell 28 |1.45+0.06 b 1.31ab 69 a 100 a
Amalia 1.5+£0.06 b 1.27 ab 54 ab 62 ab
Lignon 1.55+0.06 b [1.38 a 69 a 62 ab
Rilia 1.57+0.12b |1.09b 15b Oc
Floradel 1.88+0.06a |1.48a 54 ab 46 b
ESx+ - 0.09** 0.01*** 0.14**
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Medias con letras semejantes son estadisticamente iguales segun prueba de
Duncan (p<0.05)

** significativo para p<0.01

*k%

Figura 11. Regeneracion in vitro a partir SC de diferentes cultivares de

tomate.

significativo para<0.001

Na - Q

Floradel
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Cuando se realiza un analisis general de los resultados obtenidos en este
experimento se denota una mayor frecuencia y eficiencia de regeneracion in vitro
en los cultivares Campbell 28, Amalia y Lignon, si se compara con los valores
resultantes para estas variedades en trabajos publicados por Demmel et al.,
(1993); Branca et al., (1994); Alvarez (1999a), donde se utilizaban como fuente de
explantes hipocoétilos, cotiledones y hojas.

Como se puede constatar, los explantes de Rilia tuvieron una inferior respuesta en
comparacion con el resto, tanto en funcion de callo como en regeneracion de
brotes, en cambio, la mayoria de los cultivares tuvo una respuesta morfogenética
similar, lo que indica que la emisién de brotes en SC de tomate no es un caso
particular del cultivar Amalia, sino que se puede hacer extensivo este protocolo de

regeneracion a otros genotipos de tomate.

4.3.2 Imbibicién de las semillas en BAP, Acido Giberelico,
Pectimorf y Biobras-6 y cultivo de SC en ausencia de reguladores

del crecimiento, cultivar Amalia.

Cuando se precultivaron las semillas por 48 horas en presencia de reguladores del
crecimiento, la formacién de callo se inicié en igual tiempo que cuando se imbiben
en agua, sin embargo, hubo diferente respuesta morfogenética por la accion de
cada uno de estos. Las variantes donde se adicion6 BAP, AG,, Pectimorf y BB63
fueron las mas destacadas en cuanto a la formacion de callo, con mas del 50% de
sus explantes con callos (Tabla 19), de coloracién verde clara, duros y actividad
morfogenética.

La regeneracion de organos ocurrio de forma directa partiendo de la zona de
corte, o de forma indirecta diferenciandose yemas y brotes desde los callos. Como
se describe en la tabla 19, con excepcion del BB6, en mas del 50% de los
explantes de todos los tratamientos se formaron brotes, sin que hubiera
diferencias estadisticas entre las variantes estudiadas.

Cuando las semillas fueron imbibidas en Pectimorf (10 mg.L™") y BB6; el nimero
de brotes por explante fue de 1.6; pero esta respuesta no varié significativamente

de la obtenida cuando se usaron H,O, BAP o AG. Aunque es necesario destacar
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que cuando se utilizé la concentracion de 1 mg.L'1 de AG el 100% de los explantes
resultaron de apariencia anormal (Tabla 19).
Tabla 19. Efecto de la imbibicion de las semillas del cultivar Amalia en reguladores

del crecimiento

Tratamient | # Eficiencia |Frecuenci |%Brotes |Explantes
os Brotes/exp | de a de |anormales [con callo
regenerad |regeneraci | explantes (%)
o on regenerad
(# oss (%)
Brotes/exp
totales)
H,O 1.58+0.06 |[1.58 a 100a 0b 56 a
(Control)
B 1.58+0.06 [1.46 ab 78 b Ob 93 a
AG, 1.6+0.07 [1.43ab 71b 100 a 0b
AG; 1.7£0.07 [1.46 ab 64 b 0b 86 a
Ps3 2.1310.06 |1.6a 78 b 0b 57 a
BB6 2.35+0.06 |1.61a 78 b 0b 78 a
BB6, 1.67+0.12 [1.13¢c 21c Ob 14 b
BB6; 1.38+0.08 [1.3 bc 57b Ob 0b
ESx+ n.s 0.09** 0.12** 9.35- 0.13***
02E***

Medias con letras semejantes son estadisticamente iguales segun prueba de
Duncan (p<0.05)

** significativo para p<0.01

*** significativo para<0.001

En las variantes donde las semillas fueron imbibidas en H,O, BAP, Pectimorf y
BB64 se registraron los mayores valores en las variables evaluadas (Tabla 19).
Resulta muy interesante desde el punto de vista de la eficiencia de un protocolo de
regeneracion la superioridad en cuanto a la frecuencia de regeneracion se refiere

del control; el hecho de que no existieran marcadas diferencias al proceso que se
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induce por cualquiera de estos tres reguladores o agua, conlleva a resolver una de
las principales problematicas de la regeneracion in vitro de este cultivo, que es
obtener regenerantes normales sin reguladores del crecimiento en la solucién de

imbibicion de las semillas (Cano et al., 1998; Pratta et al., 1997).

4.3.3 Imbibicion de semillas en agua y cultivo de Scv en medios

suplementados con Pectimorf, Biobras-6, BAP y Zeatina

El cultivo de las SC imbibidas previamente en agua sobre medio basal (MB),
del

sustancialmente el proceso morfogenético observado en ausencia de reguladores

suplementado con diferentes reguladores crecimiento no cambid
del crecimiento, en cuanto a etapas y duracion se refiere. Los valores presentados
en la tabla 20, resultan de interés, pues se muestra que el tratamiento control con
un 60% de explantes con callo no difirid estadisticamente del tratamiento con
zeatina y Pectimorf, no teniendo lugar la formacion de callo en presencia de BAP y
BB6 a las concentraciones de 2 y 10 mg.L™, respectivamente.

Tabla 20. Efecto de diferentes combinaciones hormonales en el cultivo de SC del

cultivar Amalia
Tratamient |# Eficiencia |Frecuencia |Frecuencia |Explantes
os Brotes/ex |de de de brotes|con callo
p regeneraci |explantes |anormales |(%)
regenerad |6n regenerad | (%)
o (# oss (%)
Brotes/exp
totales)
MB 1.7240.08 |1.43 60 Oc 60 ab
(Control) b
P 1.68+0.07 |1.54 80 20 bc 30 bc
b
BB6 1.72+0.08 |1.43 60 10 bc Oc
b
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BAP 1.62+0.12 |{1.19 30 50 b Oc
b

Z 2.03+0.08 [1.62 50 100 a 100 a
a

ESx* * 0.13n.s 0.16 n.s 0.15*** 0.15™**

Medias con letras semejantes son estadisticamente iguales segun prueba de
Duncan (p<0.05)

** significativo para p<0.01

*** significativo para<0.001

La diferenciacion de los brotes fue igual o mayor del 50% en los tratamientos
donde se suplementd el medio con Pectimorf (10 mg.L"), BB6 (10* mg.L™),
Zeatina (2 mg.L™") y en el control (Tabla 20), los tratamientos con Pectimorf y BB6
se caracterizaron por una mayor ocurrencia de regeneracion directa. De acuerdo
al criterio de numerosos investigadores, cuando la morfogénesis ocurre por via
directa no se presentan muchas mutaciones espontaneas, mientras que la
regeneracion de plantas partiendo de callo puede incluir una gran variacién
genética por cambios estructurales o numéricos al nivel de cromosomas (Stafford,
1991; Morales, 1997; Pratta et al., 1997).

A pesar de que no hubo diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
eficiencia de regeneracion, la variante mas destacada fue la Z con 2.03 brotes
regenerados por explante, con el inconveniente de que el 100% de los brotes
tenian apariencia anormal (Tabla 20). Seria importante comentar que en el medio
donde se adicioné la dosis de 2 mg.L™" de BAP, el 50% de los brotes regenerados
presentaban anormalidades; mientras que cuando se utiliz6 el Pectimorf y el
Biobras-6 este fenodmeno fue minimo, el 20 y 10%, respectivamente. Si
comparamos este indicador en los diferentes tratamientos con el control, podemos
afirmar que los reguladores del crecimiento comerciales tiendan a incrementar la
frecuencia de plantulas con anormalidades. En la bibliografia, diferentes autores
(Arce-Montoya, 1994 y Morales, 1998), han indicado que el uso de reguladores del
crecimiento, como el 2.4D, ANA y algunas citoquininas sintéticas, producen un

fuerte incremento de mutaciones en las células cultivadas.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permitieron arribar a las siguientes
conclusiones:

1.

El uso del Pectimorf a concentraciones de 10 mg.L™ favorecié la regeneracion
in vitro en segmentos apicales de hipdcotilos del cultivar Amalia, superando a
la formacion de callos, frecuencia y eficiencia de regeneracion obtenida con el
uso del BAP como suplemento al medio basal MS recomendado para este
cultivar.

En las hojas cotiledonares del cultivar Amalia se lograron los mejores
resultados en cuanto a regeneracion directa con el uso del BAP a
concentraciones de 0.5 y 1 mg.L”, mientras que con la combinacién de
Biobras-6 (10* mg.L™") y BAP (0.25 mg.L™") se obtuvieron brotes a partir de
callos de crecimiento abundante.

El uso combinado del Pectimorf (10 mg.L-") y el Biobras-6 (10, 10%, 10" mg.L"
"y con BAP (0.25, 0.5 y 1 mg.L-") no favorecio el incrementé de la frecuencia y
la eficiencia de regeneracion en segmentos apicales de hipocétilos y hojas
cotiledonares.

La imbibicién de las semillas de tomate durante 48 horas en agua antes de ser
cortadas y cultivadas en medio basal en ausencia de reguladores del
crecimiento aportd los mejores resultados en cuanto a eficiencia y frecuencia
de regeneracion se refiere, no observandose un efecto adicional cuando sé
imbibieron las semillas en soluciones BAP (2 mg.L™"), Acido Giberélico (1, 2
mg.L"); Pectimorf (10 mg.L") y Biobras-6 (10®, 103, 102 mg.L™") o se
sembraron las SC en medio basal suplementado con BAP (2 mg.L™"), Pectimorf
(10 mg.L™"), Biobras-6 (10 mg.L™") y Zeatina (2 mg.L™).

El protocolo de regeneracion a partir de semillas cortadas en ausencia de
reguladores del crecimiento se aplico a los cultivares de tomate Amalia,

Campbell 28, Lignon, Rilia y Floradel presentando una respuesta
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cuantitativamente similar, lo que demostro la efectividad de esta metodologia
para diferentes genotipos de la especie.

El estudio histolégico permitié constatar la formacion inicial de los brotes
adventicios en la superficie de corte de las semillas cortadas del cultivar de
tomate Amalia a los 14 dias.

El analisis morfolégico, bioquimico y citogenético de los regenerantes
obtenidos a partir de SC y las plantulas del cultivar Amalia no detectaron
variaciones de origen genético.

El proceso de pre-adaptacion in vitro y las condiciones ex vitro contribuyeron
favorablemente a la adaptacién de las vitroplantulas, obteniéndose una alta
sobrevivencia y una rapida adaptacion (15 dias).

El uso de las SC como explantes cultivados en ausencia de reguladores del
crecimiento implic6 un ahorro del 50.48% de los gastos incurridos en
comparacion con la metodologia de regeneracion in vitro recomendada para el
cultivar Amalia; asi como una mayor simplificacién del proceso, rapida

obtencion de regenerantes normales y aplicabilidad a otros cultivares.
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6. RECOMENDACIONES

Tomando en consideracién los resultados alcanzados en el presente trabajo se

recomienda:

1. Utilizar el Pectimorf a concentraciones de 10 mg. L™ como activador de los
procesos morfogenéticos in vitro en segmentos apicales de hipocotilos, en

sustitucion del BAP para el cultivar Amalia.

2. Continuar los estudios de la actividad biologica del Biobras-6 a
concentraciones menores de 10 mg. L™ en segmentos apicales de hipocdtilos

y SC de tomate.

3. Utilizar el BAP a concentraciones de 0.5 y 1 mg. L' como activador de los

procesos morfogenéticos in vitro en hojas cotiledonares del cultivar Amalia.

4. Aplicar el nuevo protocolo de regeneraciéon, a partir de SC en ausencia de
reguladores del crecimiento, en los procesos de manipulacion genética de
plantas de tomate.
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