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Con el fin de explorar la posibilidad de obtener plantas
haploides, las cuales después de ser duplicado su numero de
cromosomas pueden ser utilizadas para producir lineas puras en
corto tiempo, se establecié una metodologia basica para el cultivo in
vitro de anteras de tomate de cdascara. Se probaron 3 medios de
cultivo MS, N6 y NN tanto sélidos como liquidos; 2 tipos de agar, agar
agar y Gelgro; sacarosa 1, 3, 6, 12 y 15%; carbon activado 0.5%;
hidrolizado de caseina 500 mg/L; glutamina, serina y prolina 100
ma/L; asi como diferentes concentraciones de auxinas y citocininas.

Las principales respuestas de las anteras en cultivo fueron el
oscurecimiento del tejido, la formacion de callo y Ia androgénesis
(induccién, desarrollo y crecimiento de embriones a partir de las
microsporas). La formacién de plantas fue posible después de 6
semanas en el medio N6 con vitaminas, myo-inositol 100 mgiL,
sacarosa 3%, gelgro 0.4% y acido indolacético 0.06 mg/L. La tasa de
respuesta fue del 7.6% vy las plantas obtenidas fueron diploides
(2n=24) y mixoploides (=12, 2n=24, 3n=36 y 4n=48).



INTRODUCCION

El cultivo de tejidos vegetales es el conjunto de técnicas
utilizadas para el crecimiento o0 mantenimiento de células vegetales,
tejidos, 6rganos 0 plantas completas en un medio de cultivo
definido y bajo un ambiente artificial controlado.

Durante los ultimos afos, en dichas técnicas se ha tenido un
desarrollo importante, que se traduce en posibilidades para Ia
solucidon de problemas agricolas y horticolas y para su explotacion
comercial. De esta forma, sus principales aplicaciones han sido la
micropropagacion, preservacion de germoplasma, mejoramiento
genético, produccion de metabolitos e investigacion basica, entre
otras.

Dentro del mejoramiento genético a través del cultivo de
tejidos vegetales, el cultivo de anteras es una técnica cuyo objetivo
principal es la obtencion de plantas haploides y diploides
homocigotas, las cuales representan un material valioso para el
fitomejoramiento, y son una herramienta util para la investigacion
genética.

Empleando los métodos convencionales de entrecruzamiento y
retrocruzamiento es posible obtener lineas puras; sin embargo, es un
bl’OCGSO que implica demasiado tiempo; por ejemplo, se necesitan
de 8 a 10 anos para obtener una variedad por el método de
hibridacion en un cultivo anual. Mediante el cultivo de anteras, 10s
haploides y consecuentemente los diploides homocigotos, pueden
obtenerse en un lapso relativamente corto; es posible producir
lineas puras en una o dos generaciones empleando haploides.



Las plantas haploides poseen s6lo un conjunto de cromosomas
y son estériles, no obstante, mediante la duplicacion de su numero
cromosémico (p. ej. mediante la aplicacién de colchicina en las
etapas tempranas del desarrollo) seran fértiles e isogénicas, es decir,
todos sus loci seran homocigotos, produciendo una descendencia
uniforme, ya que ninguno de los genes estard enmascarado por un
alelo dominante.

Los diploides homocigotos fértiles pueden emplearse para
producir lineas puras que se requieran para utilizar el vigor hibrido,
al cruzarias entre si. Debido a que los factores genéticos estan
representados por un alelo, 10s cambios inducidos se hacen
evidentes desde la primera generacion. Las plantas homocigotas
ofrecen las ventajas de mostrar una meiosis normal y no perder las
caracteristicas deseables durante la segregacién (Bajaj, 1990).

Otra ventaja de las plantas haploides es que permiten el
estudio genético preciso, ya que es posible identificar directamente
las mutaciones inducidas.

El cultivo de anteras ha sido reportado en muchas especies,
principalmente en las solanaceas y las gramineas, como es natural,
los esfuerzos se han encaminado hacia el fitomejoramiento mas que
hacia la investigacion genética. Ademas de haploides, es comun
obtener plantas con ploidia mayor en el cultivo de anteras
(Sunderiand y Dunwell, 1977).

Dentro de este marco de referencia, en el presente trabajo se
establece la necesidad de estudiar el cultivo in vitro de anteras de
una planta mexicana de importancia econoémica y culinaria: el



tomate de cdscara (Physalis ixocarpa Brot.). De tomate se cosechan
en México alrededor de 23,000 ha al ano, siendo uno de los 10
cultivos horticolas mas importantes en cuanto a superficie cultivada.
El cultivo tiene pocos problemas sanitarios, presenta una
rentabilidad estable e involucra costos bajos; 10s principales estados
productores son Guanajuato, Puebla, Morelos, Hidalgo, Jalisco,
Michoacan y México.

El tomate de cascara es una planta aldgama obligada, 1o cual ha
dificultado por mucho tiempo su mejoramiento por métodos
tradicionales (Pena y Marquez, 1990) y en consecuencia, se presenta
una gran variabilidad genética en cuanto a tipos de planta y fruto. Se
encuentran plantas rastreras, semirastreras o erectas, colores de
fruto que van del amarillo al verde, hasta el morado, con
rendimientos promedio desde 15 hasta 40 ton/ha.

De lo expuesto anteriormente, en el presente trabajo se
plantean los OBJETIVOS siguientes:

a) Generar una metodologia para el cultivo in vitro de
anteras en tomate de cascara.

b) Analizar el nivel de ploidia de las plantulas obtenidas.

C) Adaptar el material que se obtenga, a Ias condiciones
de invernadero.

La HIPOTESIS sometida a prueba es la siguiente:

El cultivo in vitro de anteras de tomate de cascara permite
obtener plantas con diferentes niveles de ploidia.



. REVISION DE LITERATURA

1. Tomate de Cascara

1.1. Clasificacion. (Garcia, 1975)

Reino Vegetal
Subreino Plantas

Division Spermathophyta
Clase Angiospermae
Subclase Dicotiledoneae
Orden Polemoniales
Familia Solanaceae
Tribu Solaneae

Género Physalis

Especie ixocarpa

1.2. Caracteristicas de la planta

Seglin Garcia (1975), la especie Physalis ixocarpa Brot.
corresponde 0 es sindbnimo de las especies P. aequata Jacq. y P.
philadelphica Lam. De esta forma, Ila planta se describe de la
siguiente manera: Herbacea de 15 a 60 cm de altura, anual; glabra o
en ocasiones con pelos esparcidos; hojas ovadas de 2 a 8.2 cm de
largo por 1 a 6 cm de ancho. Base atenuada, apice agudo con
margenes irregularmente dentados, con 2 a 6 dientes en cada lado;
peciolos de 0.4 a 6.5 cm de largo; pedicelos de 0.7 21 cm de largo;
I6bulos del cdliz de forma ovada, de 0.7 a 1.3 cm de largo, hirsutos;
corola de 0.8 a 2.3 cm de diametro, amarilla, puede presentar



manchas de color azul verdoso que no contrastan; anteras azules o
azul verde, de 0.2 a 0.35 cm de largo, generalmente retorcidas
después de la dehiscencia. Cdliz del fruto de 1.8 a 4.3 cm de largo por
2.5a 6 cm de ancho, con 10 costillas, baya de 1.6 a 6 cm de didmetro;
pedicelos de 0.6 a1 cm de largo en la fructificacion.

Se distribuye en el valle de México, localizandose hacia el
Centro y Sur. Habita en encinares abiertos, pastizales, a orillas de
charcos, canales y campos de cultivo; en zonas urbanas es comun
entre los 2220 y 2750 msnm. Fuera del Valle, esta especie se
distribuye desde el Este y Sur de los Estados Unidos, hasta Costa Rica,
Haiti, Jamaica y Cuba.

En cuanto al numero de especies del género Physalis, no se
cuenta con el dato exacto, sin embargo se cree que varia entre 45 y
140. El numero somatico de cromosomas para el tomate de cascara
es de 2n=24.

1.3. Crecimiento y Floracion

Bajo las condiciones de clima y suelo del estado de Morelos, el
tomate tiene un ciclo de vida de 85 a 90 dias de la siembra a Ia
senectud. Luego de Ila germinaciéon el crecimiento es lento,
alrededor de 1 cm por dia; a los 24 dias se acelera, terminandose a
los 55, que es cuando alcanza una altura de 90 cm. Después, 1a planta
sigue creciendo lentamente hasta alcanzar poco mas de 1 m, lo que
sucede a los 70 dias; posteriormente la planta envejece rapidamente.



La diferenciacion de las yemas florales se inicia entre 10s 17 y 20
dias posteriores a la siembra; la aparicion de las primeras flores
ocurre a los 28 6 30 dias y la planta continua floreando hasta que
muere. Las flores abren antes que las anteras tengan dehiscencia,
entre las 8 y 12 horas del dia; los I6bulos se hinchan
considerablemente antes de abrir el botdn floral.

Poco antes de la dehiscencia de las anteras, 10 cual ocurre de Ia
punta a la base, los filamentos se elongan hasta llegar cerca del
estigma y las paredes de las anteras se enroscan hacia atras para
liberar el polen. Las anteras de color amarillo o blanco no abren
uniformemente sino que duran de 2 a 4 dias entre la dehiscencia de
la primera a la quinta antera.

Entre el tercero y sexto dia después del cierre de las anteras, Ia
corola, los estambres, el estilo y el estigma se encorvan; se marchitan
y caen; posteriormente el ovario y el cdliz se elongan; este ultimo
envuelve al fruto joven y crece a su maximo antes de que éste
madure. (Saray, 1977).

A pesar de que el tomate de cascara posee flores
hermafroditas, presenta una autoincompatibilidad gametofitica,
determinada por dos loci independientes con alelos multiples
(Pandey, 1957), por o que se clasifica como planta aldgama obligada.



1.4. Fructificacion

El cuajado de los frutos se inicia a los 35 dias después de la
siembray a los 42 la formacion del cascabel. Del cuajado de los frutos
a la maduracion transcurren de 20 a 22 dias. Del total de flores que
tiene una planta, solo el 40 % son fecundadas, de éstas, un 30 %
aproximadamente llegan a cosecharse en su madurez (Saray, 1977).

1.5. Cultivares

El tomate presenta una gran variabilidad genética en cuanto a
tipos de planta y fruto. Se encuentran plantas rastreras,
semirastreras o erectas, con colores de fruto que van del amarillo al
verde en tonalidades distintas, hasta el morado.

Entre los cultivares mas conocidos estan el Rendidora,
Tamazula, Salamanca, Nova, Zamex, Estrelila y Milperos. El primero
supera en mas del 20 % en rendimiento comercial y total a los
materiales criollos que generalmente producen frutos pequenos y
de color amarillo, presentan una gran diversidad en cuanto a sus
caracteristicas y tienen un rendimiento promedio por hectarea
menor de 15 toneladas (Cuadro 1).



Cuadro 1. Comparacion de caracteristicas entre
2 variedades de tomate de cascara (INIA, 1981).

Variedad
Caracteristica Rendidora Criolla
Tamano del fruto Grande Chico
Color de los frutos Verde Amarillo
Dias al primer corte 75 90
Dias al ultimo corte 133 133
No. de cortes 9 7
Produccion (ton/ha) 40 22

El cultivar Rendidora tiene mezclados diferentes habitos de
crecimiento (erecto, rastrero e intermedio). Un 35% de sus frutos
son grandes (mayores de 4.5 cm de didametro); aproximadamente un
85% de la produccién corresponde a frutos que llenan
completamente el cdliz; son agridulces y de color verde limdn;
presentan buena firmeza, y comienzan a madurar 60 a 65 dias
después del trasplante (Saray, 1977).



2. Técnicas de Produccion de Haploides

Los haploides se conocen desde 1922, cuando Blakeslee et al
(citados en Bajaj, 1983) reportaron la ocurrencia natural de plantas
haploides en estramonio (Datura stramonium). Posteriormente
fueron detectadas en muchas otras especies, pero a frecuencias muy
bajas.

En los 50's, Tulecke demostro que 10s granos maduros del polen
de Ginkgo biloba podian cambiar su desarrollo normal para formar
callo, si se cultivaban en un medio apropiado. En 1964, Guha vy
Maheshwari lograron inducir accidentaimente embriones haploides
del polen de toloache (Datura innoxia), al cultivar sus anteras durante
un estudio de meiosis in vitro. A partir de este hallazgo, se estimuld
notablemente el interés por la induccion experimental de haploides,
especialmente en el area de la androgénesis in vitro (induccion,
iniciacion y desarrollo de embriones a partir de células haploides)
(Sunderiand y bunwell, 1977).

Los haploides pueden ocurrir de manera espontdnea en la
naturaleza o ser inducidos experimentalmente. Los primeros se
originan como resuitado de partenogénesis 0 apomixis. En tales
casos, el huevo no fertilizado, el esperma o las sinérgidas, empiezan a
crecer para formar una planta haploide, independientemente de
cualquier estimulo experimental (Bajaj, 1983).



2.1. Produccion de haploides in vivo

Los embriones haploides pueden ser producidos in vivo por
polinizacion demorada, polinizacibn con polen irradiado,
polinizacion con polen abortivo o0  extrano y choques de
temperatura; en la mayoria de Ios casos la frecuencia de induccién
de haploides es baja (Bajaj, 1983).

El desarrollo de haploides in vivo se lleva a cabo dentro del
ovario y se asume que son originados de algun componente del saco
embrionario.

En algodon (Gossypium spp.), se usa la semigamia como un
meétodo eficiente para producir plantas haploides. Cuando los
hibridos de Gossypium hirsutum x G. barbadense , son cruzados
como progenitores macho con una linea virulenta semigamética, se
obtienen quimeras con follaje virulento (hembra) y verde (macho).
Cuando los sectores verdes haploides son tratados con colchicina,
pueden formar semillas homodiploides (Chu, 1982).

2.2. Produccion de haploides in vitro

Los haploides pueden regenerarse a partir de células
gametofiticas masculinas o femeninas, a través del cultivo de
anteras, microsporas y polen, asi como ovarios y ovulos. En cebada y
trigo la eliminacion de cromosomas mediante el cultivo de
embriones jovenes es una técnica empleada con éxito para obtener
plantas haploides.

10



CULTIVO DE ANTERAS

El cultivo de anteras es una de las técnicas mas sencillas para la
induccidon de androgénesis in vitro. Ha sido empleada para obtener
callo, embriones y plantas derivadas de las microsporas en gran
nimero de especies. Una modificacion de la técnica involucra el
cultivo de la inflorescencia bajo condiciones que permitan Ia
proliferacién de las microsporas en callo 0 embriones; 10 anterior es
de gran utilidad en los casos donde el tamano pequefio de las
anteras hace su diseccion técnicamente dificil.

Aunque el cultivo de anteras ha probado ser eficiente para la
induccion de haploides, tiene una desventaja notable, Ias plantas no
sOlo pueden originarse de Ias microsporas sino también de varias
otras partes de la antera, dando como resultado una poblacion de
plantas con varios niveles de ploidia (Bajaj, 1983).

CULTIVO DE MICROSPORAS Y/O POLEN

La produccion de haploides a través del cultivo de microsporas
(polen inmaduro) o polen, puede lograrse al cambiar el desarrollo de
éstos, de tal forma que se comporten como células somaticas en
lugar de madurar, formando estructuras haploides (embriones). Esta
técnica presenta ciertas ventajas en relacion con el cultivo de
anteras: (1) se evita la interferencia de la pared de la antera o de
otro tejido somatico en Ia induccion de callo o plantulas; (2) puede
obtenerse gran cantidad de plantas haploides a partir de pocas
anteras; (3) la secuencia de androgénesis puede observarse a partir
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de una sola célula, por lo tanto se tiene un sistema ideal para
estudiar la fisiologia y bioquimica de la embriogénesis.

El cultivo de microsporas normalmente involucra la flotaciéon
de las anteras en un medio liquido, seguido de la dehiscencia vy
liberacién de éstas, que continuan su desarrollo como callo o
embriones. Esta técnica se ha adaptado con éxito en tabaco, cebada
y trigo. Las microsporas también pueden aislarse mecanicamente de
anteras frescas o pretratadas (precultivadas). En el primer caso se ha
logrado tener éxito en pocas especies, entre ellas tabaco, cebada,
tabaco macuche y colza (Keller et al, 1987).

Mediante el cultivo de granos de polen se ha logrado obtener
plantas en toloache, tabaco, papa, petunia, berenjena, arroz, belefio
y belladona (Chu, 1982). En toloache se ha mejorado
considerablemente la eficiencia de la androgénesis al tratar los
granos de polen a 4° C por 48 h y cultivarios en medio liquido; asi
como al cultivar el polen en un medio suplementado con extracto
acuoso de anteras que previamente mostraron androgénesis (Nitsch
y Norreel, 1973; citados en Bajaj, 1983).

Parece ser que la pared de la antera desempeia un papel
critico durante las etapas tempranas del desarrollo, ya que en la
mayoria de las especies en las cuales se ha ensayado el cultivo de
polen (exceptuando petunia y papa), s6lo aquellos granos derivados
de anteras precultivadas por 4-6 dias pudieron desarrollarse en
embriones (Chu, 1982), es decir, el éxito de esta técnica ha sido
limitado sin el paso intermedio del cultivo de anteras (Fig. 1).
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Fig. 1. Formacién de plantas haploides a través del cultivo de
anteras y polen aislado (Tomado de Bajaj, 1983).
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CULTIVO DE OVARIOS Y OVULOS

La formaciéon de embriones haploides o plantas producidas de
gametofitos femeninos cultivados in vitro , ha sido reportada en un
buen numero de angiospermas. Se ha logrado inducir plantas
haploides a partir de ovarios no fertilizados en arroz, maiz,
remolacha, girasol, dlamo, cebada, tabaco, trigo, gerbera, petunia y
vid (Chu, 1982; Keller et al, 1987; Bajaj, 1990).

Estudios histolégicos han demostrado que los haploides se
originan de los elementos del saco embrionario, especificamente de
la célula huevo v las sinérgidas, normalmente por partenogénesis
(Keller et al, 1987).

Las plantas haploides inducidas por ginogénesis pueden
obtenerse directamente sobre un medio con bajos niveles de
auxinas o ser regeneradas del callo, después de transferirlo a un
medio de diferenciacion.

La principal desventaja del cultivo de ovarios es que esta
limitada a un saco embrionario por siembra. Aun si todas las células
haploides pudieran formar callo o embriones, el rendimiento total
seria bajo en comparacion al numero potencial que puede
obtenerse del cultivo de anteras o microsporas. La respuesta in vitro
de los cultivos de ovarios u évulos es menor del 15%, porcentaje que
no es significativamente diferente de la respuesta que puede
lograrse en el cultivo de anteras (Keller et al, 1987).
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ELIMINACION DE CROMOSOMAS

En cebada la eliminacion de cromosomas ha probado ser un
método eficiente para la produccion en gran escala de plantas
haploides (Kasha y Kao, 1970; citados en Bajaj, 1983).

La técnica involucra la cruza de cebada (2n=14) con cebada
bulbosa (2n=14). La semilla que se obtiene se desarrolla
normalmente por 10 dias y después empieza a abortar. Si los
embriones inmaduros son disectados 2 semanas después de la
polinizacidon y son cultivados en el medio BS5, contintan creciendo y
la gran mayoria de las plantas resultan ser monoploides (n=7).

Esta técnica también se ha empleado para obtener trigo
monoploide mediante la cruza de trigo (2n=6x=42) con cebada
bulbosa (2n=2x=14); algunos cromosomas de cebada bulbosa son
eliminados en el proceso y el trigo monoploide (n=3x=21) es
obtenido (Barclay, 1975; citado en Bajaj, 1983).

La eliminacién de cromosomas tiene ciertas ventajas sobre el
cultivo de anteras para la produccién de haploides en cebada, ya que
pueden obtenerse en cualquier cuitivar, mientras el cultivo de
anteras depende del genotipo. Usando la cruza con cebada bulbosa,
seguida del rescate de embriones, la formacién de haploides es
considerablemente alta y casi no se obtienen plantas con diferente
ploidia (Bajaj, 1983).

15



3. Importancia y Aplicaciones de los Haploides

Las técnicas de produccién de haploides pueden involucrarse
en buen numero de aplicaciones, entre las que destacan el
mejoramiento genético, el aislamiento de mutantes, estudios sobre
embriogénesis, genética cuantitativa e hibridacién de especies
distantes.

Los métodos convencionales de mejoramiento son laboriosos y
consumen mucho tiempo, siendo a veces ineficientes. La produccién
de haploides tiene un potencial considerable en la obtencién de
nuevas variedades de plantas, siendo la principal ventaja de Ila
produccion in vitro, sobre 1los métodos convencionales de
mejoramiento, el ahorro de tiempo. Mediante el cultivo de anteras y
polen, las plantas homocigotas y posteriormente las lineas isogénicas
pueden producirse en un aio en especies autégamas, a comparacion
del método de autofecundacion que implica de 4 a 6 anos (Bajaj,
1983). En especies aldgamas, 10s haploides doblados también pueden
utilizarse con éxito en la produccion de hibridos.

Basandose en el método de cuitivo de anteras, se han logrado
producir numerosas lineas e hibridos. En trigo se han obtenido cerca
de 82 lineas mientras que en arroz han sido 81, tan sélo en China. Las
plantas homocigotas, obtenidas a través del cultivo de anteras, han
permitido seleccionar lineas endogamicas de N. tabacum con altos
contenidos de alcaloides asi como una variedad F211 resistente a la
marchitez bacteriana (Bajaj, 1990). En brdcoli, 1os hibridos producidos
a través de cruzas de haploides doblados fueron superiores en
muchas caracteristicas, a 1os hibridos comerciales disponibles, que
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fueron desarrollados a través de métodos convencionales (Keller et
al, 1987).

El uso de haploides doblados ha permitido liberar nuevas
variedades de arroz, Guan18 (Deyao y Xigan, 1990) y Huayu 15 (Shouyi
y Shouyin, 1991); espdrrago, Andreds (Doré, 1990); maiz, Huayu 1
(Genovesi, 1990) y trigo, Florin (Picard et al, 1990) y An. Cul. 28
(Youliang et al, 1991).

Aunque se ha logrado un progreso considerable, la principal
dificultad es aun la baja frecuencia de haploides producidos in vitro.
AUN existen pocas especies en las que 1a produccion de haploides
ocurra a frecuencias que permitan el uso constante de la técnica en
los estudios sobre obtencion de nuevas variedades, entre éstas estan
arroz, cebada, trigo, maiz, papa, tabaco y coliflor (Keller et al,1987).

En el darea de mutagénesis inducida (por radiacion o a través de
compuestos quimicos) 1os cultivos celulares haploides son de enorme
utilidad. Debido a la condicion haploide del cultivo, las mutaciones
inducidas son expresadas inmediatamente, a diferencia de un tejido
diploide en el cual una mutaciéon puede quedar enmascarada en un
gen recesivo. Una ventaja adicional es que los mutantes pueden ser
facilmente diploidizados para formar diploides homocigotos.

Técnicamente es posible recuperar los mutantes obtenidos en
Células, protoplastos y callo haploides. De esta forma se han
producido lineas celulares, tejidos y plantas completas resistentes a
bajas temperaturas, a Ia estreptomicina, 5-bromodeoxiuridina,
sulfoximina metionina y al nematodo enquistado de la papa (Bajaj,
1983).

17



En algunos casos la variabilidad existente en la poblacién de
células es suficiente para realizar cierta seleccion. A partir de callo
haploide de petunia y tabaco se han aislado lineas celulares
resistentes a la estreptomicina y a la 5-bromodeoxiuridina, sin utilizar
ningun tratamiento mutagénico. La resistencia de las células al
antibiético se logré incluyendo suficiente cantidad de éste en el
medio de cultivo, como para permitir un crecimiento limitado. El
andlisis de las plantas regeneradas a partir de las lineas resistentes,
demostré que la resistencia era heredada en forma Mendeliana
(Sunderiand y Dunwell, 1977).

Los cultivos celulares haploides tienen la ventaja sobre las
plantas enteras de poder ser sembrados y analizados en gran
ndmero sin consumir muchos recursos. No obstante, el éxito de esta
técnica depende de lograr una frecuencia de embriogénesis 0
formacion de callo lo suficientemente aita; en la practica la técnica
esta confinada sOlo a aquellas especies en las que las células
haploides cultivadas puedan retener su haploidia y permitan
regenerar facilmente plantas.

Otras aplicaciones menos exploradas de los haploides, pero con
no menos potencial que las ya citadas, son las siguientes: (1)
produccion de translocaciones genéticas, adicion y sustitucion de
lineas a través del cultivo de anteras de hibridos interespecificos e
intergenéricos; en la actualidad estas técnicas estan en estudio y son
empleadas en los hibridos de trigo x triticale (Chu, 1982; Keller et al,
1987), (20 el uso de haploides doblados, que permite detectar
interacciones y ligamientos de genes, y estimar varianzas genéticas,
y el nimero de genes que afectan caracteres cuantitativos (Dunwell,
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1985), (3) los cultivos de microsporas aisladas, que se utilizan para Ia
microinyecciéon intranuclear de plasmidos; asimismo, pueden ser
efectivas en el cocultivo y electroporacion de genes, facilitando en
gran medida la transferencia de genes en cereales (Keller et al, 1987).

Por ultimo, el cultivo de microsporas provee un excelente
material para el estudio del desarrollo de la célula vegetal. Debido a
que cada embrién se forma a partir de una sola célula, esta técnica
permite realizar faciimente estudios bioquimicos y moleculares de Ia
embriogénesis (Dunwell, 1985).
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4. Cultivo de anteras

En 1964 Guha y Maheshwari descubrieron que el polen de una
angiosperma, el toloache, podia modificarse en su crecimiento
normal, hasta la formacién de embriones, por el simple hecho de
cultivarlo intacto dentro de la antera. Desde entonces, mediante el
cultivo dentro de la antera (y en algunos casos, después de aislarlo
de ésta), el polen de muchas otras angiospermas se ha modificado de
su desarrollo normal hacia la formacién de plantas, ya sea
directamente via embriogénesis (@androgénesis) 0 indirectamente via
callo.

La técnica del cultivo de anteras in vitro es relativamente
simple, rapida y eficiente (véase Fig. 1 y seccion de Metodologia). Por
ello, en el lapso de 3 décadas la manipulacién experimental de
anteras se ha realizado en cerca de 200 especies e hibridos y al
menos en 111 de ellas se han obtenido plantas completas a partir de
polen (Chu, 1982; Bajaj, 1983). La mayoria de las especies estudiadas
pertenecen a las familias Solanaceae, Gramineae y Cruciferae y
algunas otras son especies econémicamente importantes, como la
cana de azucar, caucho, citricos, vid y alamo.

A pesar del gran numero de especies estudiadas, Ia
investigacion activa y sostenida en el desarrollo del cultivo de
anteras ha sido limitada so6lo a ciertas especies: tabaco, daturas,
cebada, trigo, triticale, arroz, maiz , papa y colza. A nivel de familia,
en solanaceas y cruciferas, de manera general los embriones se
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producen directamente, mientras que en gramineas la regeneracion
con frecuencia sigue al subcultivo de un callo (Dunwell, 1985).

4.1. Cultivo de anteras en la familia Sol/anaceae

Dentro de las solanaceas, se ha trabajado con anteras en cerca
de 60 especies (Cuadro 2), encontrandose respuestas diferentes
entre géneros, entre especies del mismo género y aun entre
diferentes cultivares de una misma especie (Sunderland y Dunwell,
1977).

Los miembros de los géneros Datura, Nicotiana y Hyoscyamus
responden con relativa facilidad al cultive in vitro, por lo que han
permitido el estudio detallado a nivel citologico, ultraestructural y
bioguimico de los eventos tempranos de la embriogénesis (Keller et
al, 1987).
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Cuadro 2. Especies de la familia Solanaceae en las que se ha
obtenido callo (C), embriones (E) 0 plantas (P) a partir
del cultivo de anteras y/o polen.

Especie Tipo de Referencia

Respuesta

Atropa belladona C,E,P  Zenkteler, 1971

Capsicum annuum CEP Kuo et al, 1973; vagera, 1990

C. annuum x C. chinense - Morrison et al, 1986

C. frutescens e Novak, 1974

Datura innoxia C,E,P  Guhay Maheshwari, 1964

D. metel E Narayanaswamy y Chandy,

D. meteloides s Bx P 1K<937h1lenback y Geier, 1972

D. muricata E Nitsch, 1972

D. stramonium E Guha y Maheshwari, 1967

D. wrightii E Kohlenback y Geier, 1972

Hyoscyamus albus E, P Raghavan, 1975

Hyoscyamus muticus E P Wernicke et al, 1979

H. niger E,P Raghavan, 1975

H. pusillus E, P Raghavan, 1975

Lycium halimifolium E Zenkteler, 1972

Lycopersicon esculentum C Sharp et al, 1971

L.esculentum x

L. peruvianum CE Cappadocia y Ramulu, 1980

L. pimpinellifolium E Debergh y Nitsch, 1973

Nicotiana affinis E,P Nitsch y Nitsch, 1969

N. alata E Nitsch, 1969
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Continuacion Cuadro 2.

Especie Tipo de Referencia
Respuesta
N. attenuata E Collins y Sunderland, 1974
N. clevelandii E Vyskot y Novak, 1974
N. glauca x N. langsdorfii C Smith, 1974
N. glutinosa E Nitsch, 1969
N. knightiana E Collins y Sunderiand, 1974
N. langsdorfii E Durr y Fleck, 1980
N. otophora E Collins et al, 1972
N. paniculata C Nakamura et al, 1974
N. plumbaginifolia E P Tran Tan Van y Trinh, 1980
N. raimondii E Collins y Sunderland, 1974
N. rustica E Nitsch y Nitsch, 1969
N. sanderae E Vyskot y Novak, 1974
N. suaveolens C Smith, 1974
N. suaveolens x
N. langsdorfii c Guo, 1972
N. sylvestris C,EP Bourgin y Nitsch, 1967
N. tabacum C.E P Nitsch y Nitsch, 1969
Petunia axillaris C,P Engvild, 1973
P. hybrida C,P Binding, 1972
P. hybrida x P. axillaris C,P Raquin y Piliet, 1972
P. violacea C,P Gupta, 1983
Physalis ixocarpa E, P Bapat y Wenzel, 1982
Physalis minima E P George y Rao, 1979
C= Callo E= Embriones P= Plantas Continua
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continuacion Cuadro 2.

Especie Tipo de Referencia
Respuesta
Scopolia carniolica E Wernicke y Kohlenback, 1975
S. lurida E Wernicke y Kohlenback, 1975
S. physaloides E Wernicke y Kohlenback, 1975
Solanum carolinense C Reynolds, 1984
S. chacoense C, E, P Cappadocia et al, 1984
S. dulcamara E Zenkteler, 1973
S. indicum C David y Chinchanikar, 1980
S. mamosum C Anand y Govindappa, 1979
S. melongena C,P  Rainaelyer, 1973
S. nigrum C.P Harn, 1972
S. phureja ¢ Matsubayashi y Kuranuki, 1975
S. surattense C.E Sinha et al, 1979
S. torvum C,E  Jaiswal y Narayan, 1981
S. tuberosum C, E, P Dunwell y Sunderiand, 1973
S. tuberosum x
S. chacoense C,P  Cappadocia et al, 1984
S. verrucosum C,P  Weatherhead y Henshaw, 1979
Withania somnifera C,P Vishnoi et al, 1979
C= callo E= Embriones P= Plantas
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4.2. Factores que afectan la frecuencia de androgénesis

La androgénesis puede definirse como la induccion, iniciacion y
desarrollo de embriones a partir de células haploides. Aunque se ha
logrado un progreso considerable en la induccion in vitro de
embriones y plantas haploides, 1a principal dificultad en el cultivo de
anteras y polen sigue siendo Ia baja frecuencia de plantas producidas
en la mayoria de las especies estudiadas.

Los escasos incrementos en la produccion de embriones y
plantas se han obtenido mediante alteraciones I6gicas de la técnica
in vitro y no del estudio analitico de l0s mecanismos que controlan la
androgénesis in vivo 0 de algun otro método que provea
informacion general aplicable a varias especies.

Para propositos practicos y dada la limitacion técnica que
impone el uso de otros métodos, el estudio de los numerosos
factores que influyen sobre la respuesta de las anteras en cultivo es
la opcién que ha permitido aumentar la frecuencia de produccion de
haploides. Sin embargo, 10s avances logrados han sido minimos y a la
fecha existen escasas recomendaciones definitivas aplicables de una
investigacién a otra. Lo anterior se debe a la gran cantidad de
factores (tanto endégenos como exdgenos) involucrados en la
respuesta androgenética, las interacciones que pueden presentarse
entre ellos v la diversidad de condiciones de cultivo.
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4.2.1. Genotipo de la planta donadora

La habilidad del polen para formar embriones y plantas
haploides depende de las diferencias genotipicas entre las plantas
donadoras; la frecuencia de induccion de haploides varia con el
género, especie y cultivares. EI Cuadro 2 muestra claramente
diferencias de la respuesta in vitro entre especies del mismo género
(véase Datura, Hyoscyamus, Nicotiana y Solanum).

Gresshoff y Doy (1972) trabajando con 43 cultivares de jitomate,
lograron inducir tejido haploide en sélo 3 de éstos. Tendencias
similares se han observado en berro oreja de ratén, colza, arroz,
trigo y muchas otras especies (Keller et al, 1987; Bajaj, 1983).

Se ha observado que la habilidad para mostrar proliferacion de
callo o embriogénesis es hereditaria y que es posible controlaria por
genes nucleares (Keller et al, 1987). Algunas lineas derivadas de
microsporas muestran mayor frecuencia de androgénesis que el
control y ésta puede aumentarse aun mas en los hibridos donde un
progenitor sea una linea que tenga altos rendimientos de plantas
haploides (Chu, 1982). Es probable que cada genotipo requiera
condiciones de cultivo especiales para inducir tasas altas de
embriogeénesis.
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4.2.2. Estado fisiolégico de la planta donadora

Las condiciones fisioldégicas de la planta donadora son
importantes para propiciar una respuesta positiva de las anteras en
cultivo. Tanto la luz (intensidad y duracién) como la temperatura en
las que crecen las plantas madre afectan el rendimiento de
embriones en las anteras que se toman de éstas. Se ha reportado en
ciertas especies variaciones estacionales en la respuesta de las
anteras, principalmente papa, cebaday trigo.

Respecto al fotoperiodo, en tabaco cv. White Burley la
frecuencia de embriogénesis en cultivo de anteras fue mayor
cuando las plantas donadoras fueron cultivadas bajo dias cortos e
intensidad luminosa aita (14 Kix). Al disminuir 1a longitud del dia, de
16 a 8 h, el rendimiento total de plantulas aumenté 5 veces,
aumentando también el numero de plantulas por antera (Sunderiand
y Dunwell, 1977). En forma similar respondié el cv. Badischer Burley,
en el que la produccién de haploides a partir del cultivo de polen fue
mayor con plantas de dia corto; en este caso la produccion de
haploides a partir de anteras cultivadas no fue influenciada por el
fotoperiodo (Heberle-Bors y Reinert, 1979). La intensidad luminosa
alta también es importante, en flor de nabo la respuesta de las
anteras fue mayor al aumentar la intensidad luminosa recibida por
las plantas donadoras (Keller et al, 1987).

La temperatura a la que crecen las plantas donadoras es critica
en la respuesta embriogénica de algunas especies. En colza se
obtienen altas frecuencias de embriogénesis en microsporas
derivadas de plantas creciendo en un ciclo de 10° C en el dia/5° C en
la noche, en comparacién con otras temperaturas (Keller et al, 1987).
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Las plantas de toloache que crecen a 24° C dan una mayor frecuencia
de androgénesis (45%) que aquéllas expuestas a 17° C (8 %) (Bajaj,
1983), mientras que en Nicotiana knightiana el numero de anteras
que responde se duplica al incrementarse la temperatura de
crecimiento de la planta de 14 a 20° C (Sunderland y Dunwell, 1977).

Los estudios sobre un ambiente en particular que favorezca el
desarrollo de las anteras en cultivo son escasos, s6lo se han
estudiado algunos factores aisladamente sin considerar Ia
interaccion entre las variables luz, temperatura y genotipo del
material usado.

Otro factor que afecta fuertemente la respuesta de las anteras
es la edad de la planta donadora. Existe evidencia en diversas
especies de que los botones, flores 0 espigas de plantas
relativamente jovenes (al inicio del periodo de floracion) son mas
adecuados que aquellos tomados de plantas al final del periodo de
crecimiento (Bajaj, 1983; Dodds y Roberts, 1985). En tabaco, Bajaj et al
(1977) recomiendan colectar anteras del primer conjunto de flores
de plantas creciendo en el verano. Por otra parte se observé que el
vigor de las flores se retiene por mayor tiempo si las plantas
donadoras son fertilizadas con la solucidon de Hoagland cada 2 meses.

En general puede decirse que es importante que las plantas
utilizadas para el cultivo de anteras crezcan bajo condiciones
optimas, se fertilicen con regularidad y que las anteras se colecten
de plantas relativamente jovenes.
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4.2.3. Etapa de desarrollic de las microsporas

Una de las variables determinantes para el éxito de la induccion
de androgénesis in vitro es la etapa de desarrollo de Ias microsporas.
En vista de la importancia critica que representa su consideracién, es
necesario mencionar la estructura de la antera y el desarrollo del
polen.

Un estambre tipico de angiospermas comprende un filamento,
tejido conectivo y una antera; el interior de esta Ultima muestra dos
I6culos y cada uno de éstos posee dos microsporangios O Sacos
polinicos.

Los sacos polinicos en las primeras etapas de desarrollo tienen
un cordén central vertical (de una o varias células de grosor) de
células madre de las microsporas, rodeado por una capa de tejido
nutritivo especializado conocido como el tapete; que a su vez esta
rodeado por los tejidos que forman las paredes de la camara
polinica.

Los granos de polen son producto de un complejo proceso de
desarrollo llamado microesporogénesis, el cual inicia con la
formacién de las células madre del polen en los primordios de la
antera y culmina en la antesis, con la liberacién de los granos de
polen de las anteras maduras.

Cada célula madre de las microsporas (diploide) sufre 2
divisiones meidticas (la segunda sin reduccion cromosomica) para
formar una tétrada, generalmente esférica, de microsporas
(haploides), las cuales se separan entre si. Cada microspora sufre 2
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divisiones mitdticas sin division citoplasmica (cariocinesis), la primera
mitosis resulta en la formacion de una pequena célula generativa
que da origen a los gametos masculinos y una gran célula vegetativa
que forma el tubo polinico. La céluia generativa sufre una segunda
mitosis, la cual en gramineas y cruciferas es inmediata, mientras que
en otras familias como las solanaceas y ranunculaceas se demora y
ocurre después de la germinacion del polen sobre el estigma
(Cronquist, 1984; Stanfield, 1987).

Uno de los factores clave que llevo al desarrollo del cultivo de
anteras fue reconocer que los granos de polen pueden cambiar su
crecimiento normal, sélo si son cultivados dentro de una etapa
detefminada, la cual en la mayoria de las especies estudiadas es la de
microspora uninucleada (Sunderiand y Dunwell, 1977; Chu, 1981;
Bajaj, 1983).

En especies con una elevada respuesta en cultivo tales como
toloache y tabaco, se han obtenido buenos resultados en la etapa de
microspora uninucleada pero se ha registrado un pico de respuesta
con microsporas justo antes, durante, o justo despueés de la primera
mitosis (Sunderland y Dunwell, 1977).

Mediante estudios citoldgicos durante el cultivo in vitro se ha
logrado detectar diferentes rutas de embriogénesis (Raghavan,
1979). En tabaco y Datura metel, cuando las anteras se cultivan en la
etapa de microspora uninucleada los embrioides se inician de la
célula vegetativa, la cual se divide repetidamente por una serie de
divisiones internas sin alargamiento, hasta que una masa compacta
de células se produce dentro de la pared del polen. Eventualmente
ésta se rompe y deja libre la masa celular, 1a cual de manera gradual
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asume la forma de un embrién globular tipico. En este caso, sélo la
Célula vegetativa esta involucrada en la embriogénesis, mientras que
la pequena célula generativa se desintegra sin dividirse.

En tabaco silvestre, tabaco, toloache, belladona y arroz los
granos de polen en lugar de dividirse en células vegetativa vy
generativa, producen 2 células idénticas o nucleos con propiedades
de tincion similares. Ambas sufren planos variables de division y
forman una masa embriogénica tipica.

Una tercera ruta de embriogénesis menos frecuente, descrita
en toloache, involucra la division en dos del nucleo de la microspora,
seguida por endoreduplicacion del nucleo generativo y fusion entre
los complementos cromosémicos de I0s 2 nucleos. Solamente
después de que tales eventos celulares se completan, se produce Ia
formacién de embrioides y plantulas, en este caso, diploides
homocigotos.

En belefio se ha encontrado que la célula generativa puede
formar embrioides. Esta habilidad probablemente proviene del
papel de sintesis de DNA de la célula generativa; 10 cual propicia que
entre en un estado mitético con gran facilidad.

La formacion de embriones varia entre especies. En tabaco se
~requieren de 3 a 5 semanas antes de que los embriones sean visibles
saliendo de las anteras, mientras que en belladona y arroz, puede
tomar hasta 8 semanas. Las plantas haploides se forman de 2
diferentes maneras, por androgénesis directa (los embriones se
originan directamente de las microsporas, sin formar callo) o por
androgeénesis indirecta; en esta ultima, las microsporas en lugar de
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sufrir embriogénesis, se dividen para formar un callo, el cual brota a
través de la pared de la antera. El callo se diferencia para formar
embriones o raices y brotes, en el mismo medio o después de
transferirlo a otro; en general, esta ultima via no es recomendable ya
que las plantas derivadas del callo exhiben variaciones genéticas
(Bajaj, 1990).

4.2.4. Pretratamiento de las anteras

En 1973, Nitsch y Norreel descubrieron que el tratamiento en
frio en botones florales de toloache antes del cultivo, aumentaba
significativamente la produccion de plantas haploides; lo cual mas
adelante fue confirmado en otras especies. A partir de entonces, con
el objeto de incrementar los rendimientos de embriones y plantulas,
se han aplicado diferentes tratamientos a las anteras, previos a la
siembra. El tratamiento a bajaS temperaturas es el mas ampliamente
usado. Puede ser aplicado a las inflorescencias, botones o aun a
anteras aisladas antes de colocarias en el medio. El periodo 6ptimo
de frio necesita ser determinado para cada especie y cultivar; en
general, los periodos de 3 a 4 dias han probado ser eficientes para
ciertas especies (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Tratamientos en frio en botones florales de diferentes

especies.

Especie Temperatura Duracién Referencia
(°Q) (Dias)

Datura innoxia 3 2 Nitsch y Norreel, 1973
Datura metel 01 2 Gupta y Babbar, 1980
Hordeum vulgare 4 28 Shannon et al, 1985
Hyoscyamus niger 7-9 2-4 Sunderiand, 1981
Nicotiana rustica 9 15 Chowdhury, 1984
Nicotiana tabacum 3-4 2 Bajaj et al, 1977
Oryza sativa 8 8 Zapata et al, 1983
Triticum aestivum 3-5 3 Pan et al, 1983
Zea mays g 7 Shimada, 1981
Z. mays 9 6-9 Tsay et al, 1986

El tratamiento en frio no induce la androgénesis pero tiene un
efecto indirecto al aumentar la tasa de respuesta del polen. El
incremento se atribuye principalmente a que las bajas temperaturas
(3-5° C) retienen la viabilidad del polen mas tiempo, demoran la
senescencia de los tejidos de la antera y previenen la muerte del
polen, incrementando asi el nimero de polen viable disponible para
formar embriones (Bajaj, 1983). Por otro lado, en algunas especies el
frio rompe la mitosis asimétrica del polen, dando lugar a 2 nucleos
idénticos en células de igual tamano mismas que pueden ser la
fuente de los embriones (Chu, 1982). En tabaco silvestre (Depaepe et
al, 1977) y toloache (Dodds y Roberts, 1988) se ha detectado que la
centrifugacion de los botones florales en frio (@ 2000 rom y 5° C, por
30 minutos) aumenta la tasa de respuesta. El efecto anterior se
atribuye a que la aplicaciéon de gravedad incrementa la disfuncion
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del aparato mitdtico, favoreciendo de alguna forma que se
modifique el desarrollo normal de las microsporas.

La embriogénesis también puede estimularse por
temperaturas altas. En col de bruselas es necesario exponer las
anteras a temperaturas de 32 a 35° C durante 24 h 0 a 40° C por 1 h,
antes de sembrarlas. En chile un tratamiento inicial de las anteras a
35° C es efectivo para inducir la formacién de plantas en algunos
cultivares (Vaulx et al, 1981; citados en Vagera, 1990). El choque de
temperatura parece causar la disolucion de los microtubulos vy
dislocacién del huso acromatico, Io cual ocasionaria una division
anormal del nucleo de las microsporas (Bajaj, 1983). Asimismo se ha
sugerido que la promocion de la embriogénesis por este método es
una consecuencia de la reduccién en la biosintesis de etileno en las
anteras (Biddington y Robinson, 1991).

Otros pretratamientos incluyendo presion atmosférica
reducida, ambiente anaerdbico, agentes reductores (Harada e
Imamura, 1983), asi como choque osmaotico (Ziauddin et al, 1990) han
aumentado Ia respuesta de las anteras en cuitivo. No obstante, los
reportes son aislados y aun no se generaliza a otras especies.
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4.2.5. Medio de cultivo

La composicion del medio es uno de los factores mas
importantes que determinan no sélo el éxito del cultivo de anteras
sino también el modo de desarrollo.

A excepcion de ciertas especies en las que es posible inducir
embriogénesis en un medio simple suplementado con sacarosa
(Tabaco, toloache y belefio) (Bajaj, 1983) 0 con extracto de papa
(Tabaco, arroz y trigo) (Chu, 1982), en la mayoria de las especies
estudiadas ha sido necesario utilizar medios complejos en cuanto a
su composicion.

Los medios de cultivo mas utilizados han sido el MS, N6, B5 y en
menor medida el de Gamborg, LS y el de Nitsch y Nitsch.

SALES MINERALES

En general, el efecto preciso de las sales minerales sobre Ia
androgénesis no ha sido investigado, a excepcion del amonio y el
fierro. En cereales el medio N6 (de baja concentracion de amonio) ha
probado ser el mas eficiente para el cultivo de anteras (Chu, 1981). En
cultivo de anteras de tabaco un medio a base de adar y sacarosa es
suficiente para la induccion de embriones, mientras que sélo con la
adicion de hierro, tales embriones pueden desarrollarse en plantas
completas (Dunwell, 1985).
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AGAR

El agente solidificante puede llegar a ser importante en el tipo
de desarrollo de las microsporas. Se estima que el agar contiene
compuestos perjudiciales para la embriogénesis, ademas de fierro,
considerado como una impureza (Dunwell, 1985). Algunos
investigadores prefieren usar agarosa argumentando que el agar
altera la disponibilidad de algunas hormonas (Margara, 1988). Sin
embargo, el efecto del agente solidificante aun no ha sido bien
determinado y requiere mayor investigacion.

,En algunas especies (papa, colza, trigo y arroz), el uso de medio
sin agar (medio liquido) ha mostrado elevados rendimientos de callo
y embriones derivados de Ias microsporas (Keller et al, 1987). Para el
cultivo de granos de polen es altamente recomendable el uso de
medio liquido, tanto para evitar las impurezas del agar como los
efectos daninos del contacto directo entre el polen y los tejidos de la
antera. La pared de la antera parece ser necesaria sélo en las etapas
tempranas del cultivo, como o demuestra el hecho de que soélo
aquellos granos de polen derivados de anteras precultivadas pueden
desarrollarse en embriones. En etapas posteriores la pared de Ia
antera puede proveer un ambiente desfavorable para el polen en
desarrollo, ya sea por restringir el intercambio gaseoso y/o Ila
disponibilidad de nutrimentos o por producir materiales toxicos
(Sunderland, 1979). En un medio liquido tales efectos son
minimizados ya que Ios compuestos inhibitorios del desarrollo estan
diluidos y se facilita el intercambio y penetracion de nutrimentos,
evitando la competencia entre los embriones recién formados. En
algunos casos ha resultado positivo utilizar dos medios de cultivo
diferentes, uno para Ia induccion de androgénesis y otro para Ia
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regeneracién de embriones; en tabaco la produccién de embriones
mejord sustancialmente al transferir las anteras de un medio con
agar, a uno liquido, al momento de la apertura de las anteras
(Sunderiand, 1979). En toloache se obtuvo un incremento en la
respuesta de las anteras, de 17.6% en cultivo continuo, hasta 30.8%
en cultivo serial; las anteras se cultivaron en medio liquido y se
transfirieron serialmente 5, 10 y 15 dias después a un medio fresco
(Tyagi et al, 1979).

SACAROSA

‘La sacarosa es la fuente de carbono mas efectiva para el cultivo
de anteras y no puede sustituirse por otros azucares, en algunos
casos se ha usado la glucosa o la maltosa, con resultados pobres (Chu,
1982). En cultivo de anteras de trigo, la maltosa y la glucosa 0.26 M
fueron superiores a la sacarosa para la induccion de embriones
(Navarro et al, 1994); asimismo, la maltosa a 150 nmol/l promovié mas
que la sacarosa, la induccién de callo de las microsporas en arroz (Sun
et al, 1993). En ambos casos, la sacarosa fue mas efectiva para Ia
regeneracion de plantas.

La concentracion de la sacarosa e€s uno de los aspectos
frecuentemente investigado en el medio de cultivo, encontrandose
efectos diversos en diferentes especies. En general 1as solanaceas
requieren bajas concentraciones de sacarosa, de 2 a 3%, para la
induccién de androgénesis, mientras que las gramineas y cruciferas
requieren niveles altos, de 6 a 12% (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Concentraciones de sacarosa empleadas en el cultivo de
anteras de diversas especies.

Especie Concentracion (%) Referencia

Datura innoxia 2 Guha y Maheshwari, 1964
Brassica oleracea 10 Biddington y Robinson,
Hordeum vulgare 6 ggggette y Pauze, 1983
Nicotiana tabacum 2 Nitsch y Nitsch, 1969
Solanum melongena 3 Raina e lyer, 1973

Triticum aestivum 10 Pan y Kao, 1981

Zea mays 12 Ku et al, 1981

Ademas del papel nutricional de la sacarosa en el medio de
cultivo, esta relacionada con la regulacion osmotica durante la
induccién de la embriogénesis, especialmente en las especies que
requieren niveles altos de sacarosa. En flor de nabo una vez que el
crecimiento se ha iniciado los niveles altos de sacarosa ya no surten
efecto y pueden ser dafinos para el crecimiento posterior a la
induccion; por lo tanto, las anteras deben transferirse a un medio
bajo en azlcar, tan pronto como la induccion de embriones ha
ocurrido (Keller et al, 1975; citados en Sunderland, 1977).

HORMONAS

El requerimiento de hormonas en el medio de cultivo varia
entre especies y cultivares de la misma especie. Las auxinas son las de
mayor importancia y en algunos casos resultan esenciales. Las
citocininas (en especial la Kinetina) son benéficas en muchas especies
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de solandaceas. Algunas otras hormonas, como el acido abscisico y el
giberélico han sido escasamente empleadas y su efecto es poco
claro.

De acuerdo con el requerimiento de hormonas, Sunderiand vy
Dunwell (1977) dividen a las especies estudiadas en cultivo de anteras
en 2 categorias: (1) independientes de hormonas vy (2) dependientes
de hormonas. En el primer grupo se encuentran muchas solanaceas
(toloache, tabaco, tabaco silvestre, peonia y belefio), 1as que
presentan androgénesis en un medio basal simple con vitaminas y
concentraciones bajas de sacarosa (2-5%), y la adicion de hormonas
puede inhibir la respuesta in vitro u originar la formacion de callo.
Las especies dependientes de hormonas son algunas gramineas y
cruciferas (cebada, arroz, trigo, triticale, flor de nabo y esparrago). Al
igual que en el otro grupo, la sacarosa debe estar presente para
asegurar la induccion de embriogénesis, la mayor efectividad se
obtiene con concentraciones altas (5-15%), 10 cual permite el uso de
niveles de auxinas relativamente elevados, ya que se contrarresta el
efecto de las hormonas sobre el crecimiento del callo.

Para promover la embriogénesis directa, un medio simple con
bajas concentraciones de auxinas es recomendable. De éstas, las mas
empleadas son el 2,4-D (acido 2,4-Diclorofenoxiacético), el AlA (acido
indolacético) y el ANA (acido naftalenacético). Con la primera, las
concentraciones arriba de 0.1 mg/L inhibieron la embriogénesis
directa en arroz y promovieron la formacion de callo. En cebada un
medio con 2,4-D rindié tres veces mas estructuras derivadas de las
microsporas que con AIA (considerado como una auxina menos
activa); sin embargo, la frecuencia de regeneracion fue baja en el
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medio con 2,4-D y mas alta con AIA (Lin et al, 1984; citados en
Dunwell, 1985).

En general los medios ricos en hormonas promueven el
crecimiento del tejido diploide de Ia antera hacia la formaciéon de
callo, aunque también es factible inducirlo de las microsporas,
especialmente en cereales (Chu, 1982). La regeneracién de plantas del
callo se logra principalmente por un cambio en la composicién de
hormonas o0 por la omision de éstas. El nivel de sacarosa
invariablemente debe reducirse a 2-3% en el medio de regeneracion
(Sunderland y Dunwell, 1977).

CARBON ACTIVADO

Para mejorar la eficiencia de la regeneracion, el carbon
activado se ha usado en cultivo de anteras de tabaco, papa, colza,
triticale, maiz y arroz, en concentraciones de 0.5-5%. En tabaco cv.
Badischer Burley, el porcentaje de anteras embriogénicas se
incrementé de 41 a 91% al adicionar carbon al 2% al medio basal,
asimismo el numero de plantas por antera se incrementé y la
regeneracion de las mismas se acelerd (Bajaj et al, 1977). Se estima
que el efecto del carbén se debe a que puede remover inhibidores
del crecimiento presentes en pequefas cantidades en el medio de
cultivo, o productos téxicos que emanan de las células senescentes
de la pared de la antera (Sunderland y Dunwell, 1977). Se ha
demostrado que el carbon es capaz de absorber el acido p-
hidroxibenzoico, un inhibidor de la embriogénesis en zanahoria, y el
5-hidroximetilfurfural, sustancia inhibitoria del crecimiento en
tabaco, producida por la degradacion de la sacarosa durante Ia
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esterilizacion del medio de cultivo (Margara, 1988). En otras especies,
no produce ningun efecto o puede ser inhibitorio del crecimiento,
debido a la adsorcion de reguladores del crecimiento contenidos en
el medio; por lo tanto, se recomienda la adicién de carbén activado
al medio, s6lo cuando se usan niveles altos de reguladores del
crecimiento (Zaid, 1987).

AMINOACIDOS

La adicion de aminoacidos al medio de cultivo ha mejorado
notablemente la frecuencia de induccion de embriones en algunas
especies, entre ellas maiz (Miao et al, 1981), trigo (Shimada, 1981),
tabaco (Harada e Imamura, 1983), arroz (Chen, 1983) y toloache
(Nitsch, 1983). La glutamina parece ser el mas importante y en menor
extension, L-serina, prolina, acido aspartico y D-alanina. Las
concentraciones empleadas fluctian entre 1os 100 y 800 mg/Ly es
usual utilizar hidrolizado de caseina (500 mg/l como fuente de
aminoacidos (Chu, 1981). Los niveles altos de éstos, necesarios para la
formacién de embriones, sugieren que tales compuestos forman
parte del tejido nutritivo de la pared de la antera (Sunderland, 1981).
En tabaco cv. Burley, un andlisis de los aminoacidos presentes en
extractos acuosos de anteras androgénicas mostré que la glutamina
era el unico presente en cantidades significativamente mayores en
relacién con anteras no androgénicas (Horner y Pratt, 1979).

41



SUPLEMENTOS ORGANICOS

Otros suplementos orgdnicos benéficos para el cultivo de
anteras incluyen: hidrolizado de lactoalbumina y de acidos nucleicos,
extracto de levadura y agua de coco, los cuales son utilizados
escasamente debido a que su composicién es variable. En el caso de
tabaco los extractos de anteras embriogénicas han sido utilizados
con éxito, al igual que el extracto de papa en arroz (Bajaj, 1983).
Asimismo, algunos agentes reductores, entre ellos el acido ascorbico
(100 xg/ml), mercaptoetanol (10° M-10° M) y ditiotreitol (10-100 pg/ml)
incrementaron en tabaco cv. Samsun el porcentaje de anteras con
plantulas y el nimero promedio de plantulas por antera (Harada e
Imamura, 1983).

4.2.6. Ambiente de incubacion
LUz

Las variables relacionadas con el ambiente de cultivo se han
estudiado minimamente. En relacion al factor luz se han reportado
resultados contradictorios, dependiendo de las especies probadas.
En toloache vy triticale los efectos inhibitorios de la luz continua
sobre la embriogénesis del polen son marcados (Sopory Yy
Maheshwari, 1976; citados en Chu, 1982). En contraste en algunos
cultivares de tabaco promueve considerablemente la producciéon de
embriones (Phillips y Collins, 1977; citados en Chu, 1982).
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TEMPERATURA

La temperatura del cultivo es un factor critico en Brassica spp.
y Capsicum annum, un periodo inicial de cultivo de las anteras a
temperaturas elevadas (35° C) por 1-2 dias seguido de una
temperatura mdas baja (25° C), ha demostrado ser altamente
benéfico. La razén para este efecto critico no se conoce bien, sin
embargo se estima que estd ligada con la inhibicién de la sintesis de
proteinas relacionadas con la sintesis gametofitica, o cual permitiria
la induccién esporofitica de las microsporas (Dunwell, 1985; Keller et
al, 1987). En gramineas un incremento en la temperatura provoca un
aumento de la produccion de plantas albinas (Wang et al, 1977;
citadbs en Chu, 1982). En toloache vy trigo las anteras cultivadas a 30°
C produjeron mas callo que aquellas a 25° C 0 menos (Sopory et al,
1976; citados en Chu, 1982).

INTERCAMBIO DE GASES

El aspecto gaseoso del ambiente de incubacion también parece
ser importante en el cultivo de anteras. Las tensiones reducidas de
oxigeno pueden promover la embriogénesis en tabaco (Dunwell,
1985; Harada e Imamura, 1983); el interior de la antera puede estar en
condiciones anaerdbicas y al mantener esta condicion es probable
que aumente la viabilidad de las microsporas durante las fases
tempranas del cultivo. Johansson y Eriksson (1984) reportaron que la
presencia de CO, al 2% estimulé la formacion de embriones en
cultivo de anteras de varias especies. Al parecer el etileno es un
inhibidor de la embriogénesis; en papa, la aplicacion de etefén al
medio de cultivo redujo drasticamente la formacion de embriones
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(Tiainen, 1991), al igual que en col de Bruselas (Biddington Yy
Robinson, 1991), mientras que la inclusion de nitrato de plata y de
otros inhibidores del etileno, 1a promovieron.

Otras variables relacionadas con el intercambio de gases se han
estudiado por separado en algunas especies y son: el volumen de la
vasija de cultivo, densidad de siembra de las anteras y la posicion de
la antera en la superficie del agar (Sunderland y Dunwell, 1977). Las
anteras de tabaco cv. Badischer Burley, cultivadas en contacto
estrecho mostraron mayor frecuencia de androgénesis que aquellas
inoculadas a 1 cm de distancia (Bajaj et al, 1977). En cebada
densidades de mds de 60 anteras por ml de medio (liquido) son
6ptimas (Xu y Sunderland, 1983), mientras que en colza, el 6ptimo es
cercano a 6 anteras por ml (Keller et al, 1987); se considera que los
efectos de densidad estan relacionados con el acondicionamiento
del medio. En relacion a la orientacion de las anteras, en toloache y
tabaco, las anteras sembradas en la superficie del medio sin ser
sumergidas produjeron los mayores rendimientos de embriones
(Dunwell, 1985), mientras que en maiz la orientacién de las anteras
sobre uno de sus bordes favorecioé la formacién de embrioides (Tsay
et al, 1986). El efecto mas marcado de la orientacion se encontré en
cebada, donde las anteras sembradas con un solo I6culo en contacto
con el medio produjeron callo hasta en un 48% de los casos, en
comparacién de un 3% de respuesta en anteras sembradas planas
(Shannon et al, 1985).
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4.3. Ploidia de las plantas obtenidas

En poblaciones de plantas regeneradas a partir de anteras
cultivadas, ademdas de haploides se obtienen no haploides (en la
mavyoria de las especies probadas), incluyendo diploides, poliploides,
mixoploides y aneuploides, principalmente; para una revision véase
Ziauddin y Kasha, 1990.

La no haploidia se presenta tanto en especies que muestran
embriogénesis directa, como en aquellas que producen callo; en
general, la frecuencia de anormalidades es mayor en plantas
regeneradas de un callo (Sunderland y Dunwell, 1977). Los
mecanismos de diplo y poliploidizacién incluyen fusidon nuclear y
endomitosis durante las etapas tempranas del cultivo, se cree que los
aneuploides son formados por una mitosis irregular de las células del
callo o del polen (Chu, 1982).

Las plantas diploides encontradas en anteras cultivadas pueden
haberse desarrollado de tejidos somaticos o directamente de las
microsporas, en este Ultimo caso, generalmente ocurre una
diploidizacion espontdnea. Tales haploides doblados se han
detectado en muchas especies, en cebada hasta el 74% de las plantas
regeneradas fueron haploides doblados espontdaneamente (Islam et
al, 1992), y en arroz, cerca del 46% (Guiderdoni et al, 1992).

La frecuencia de aparicion de plantas con niveles de ploidia
superiores o diferentes al estado haploide parece estar afectada por
algunas variables, entre ellas el genotipo y cultivar empleado, asi
como la edad de las anteras. En varias especies de Nicotiana (N.
knightiana, N. raimondiii y N. attenuata) casi todas las plantas
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regeneradas son haploides, mientras que en N. tabacum, puede
obtenerse hasta el 20% de diploides, asi como aneuploides
(Sunderland y Dunwell, 1977). En toloache y tabaco, los diploides y
poliploides se incrementan cuando se cultivan anteras viejas (Chu,
1982). En toloache, mediante el cultivo de anteras sélo el 41% de las
plantas obtenidas fueron haploides, mientras que mediante el
cultivo de polen, se obtuvieron hasta el 98% de haploides.

Otras posibles fuentes de la variacion genética encontrada en
el cultivo in vitro de anteras pueden ser |a variabilidad genética pre-
existente en la planta madre, asi como las condiciones de cultivo
empleadas (Ziauddin y Kasha, 1990). Un estudio detallado con triticale
revel6 que muchas variaciones citolégicas detectadas en plantas
derivadas de anteras, probablemente ya existian en las microsporas
in vivo y pudieron haber sido causadas por irregularidades meioticas
(Charmet et al, 1986).

Para propésitos de mejoramiento, los haploides deben ser
diploidizados. El doblamiento de cromosomas puede lograrse por
tratamientos con colchicina, dimetil sulféxido u otros agentes
antimitéticos. Para obtener plantas homocigotas, las anteras deben
sumergirse tan pronto como las pldntulas empiezan a emerger, en
una solucion de colchicina 0.5% por 24-48 h y después deben lavarse
completamente y sembrarse aparte (Bajaj, 1983). Las plantas maduras
también pueden tratarse con colchicina en forma de pasta de
lanolina (0.4%) aplicada a las yemas axilares de plantas decapitadas, o
una solucién al 0.1%, aplicada a las inflorescencias completas durante
1 6 2 dias (Sunderland y Dunwell, 1977).
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Il. METODOLOGIA
11.1. Material Bioldgico

El material utilizado en los experimentos fue el cultivar
Rendidora, seleccion masal 4, obtenido mediante 4 ciclos de
seleccion masal visual estratificada, en el campo experimental de la
Universidad Autdnoma Chapingo (UACh); las semillas fueron donadas
por el M. C. Aureliano Pefia Lomeli 1

Las semillas se pusieron a germinar en charolas de unicel con
Peat moss como sustrato, trasplantandose 15 dias después a bolsas
de plastico (de 25 cm de alto) con tierra de campo; todo esto bajo
condiciones de invernadero.

La fase del cultivo in vitro se llevé a cabo en el Laboratorio de
Cultivo de Tejidos Vegetales del Departamento de Fitotecnia de la
UACh, durante el periodo Julio de 1993 a Diciembre de 1994.

11.2. Medios de Cuitivo

Los medios de cultivo empleados fueron el MS (Murashige y

Skoog, 1962), Nitsch y Nitsch (1969), y el N6 (Chu, 1981); Ila
composicion se muestra en el cuadro 5.

b Profesor-Investigador del Departamento de Fitotecnia de la UACh. Chapingo,
México. C. P. 56230.
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Cuadro 5. Composicion (Macro y micronutrimentos) de los medios
utilizados para el cultivo de anteras de tomate (en mg/L).

Medios
Ccomponente MS N6 NN solucion
concentrada
KNO; 1900 2830 950 A
NH,NO; 1650 - 720 A
(NH,),S0, - 463 B
MgS0,.7H,0 370 185 190.9 B
MnS0,.H,0 15.6 - - B
MNS0,.4H,0 - 4.4 25 B
MNS0,.7H,0 - - 10 B
CuS0,.5H,0 0.025 - 0.025 B
ZnS0,.7H,0 8.6 1.5 10 B
caCl,.2H,0 440 166 166 o
CoCl,.6H,0 0.025 - . c
Kl 0.83 0.83 - C
KH,PO, 170 400 68 D
H3BO; 6.2 1.6 10 D
Na,M00,.2H,0 0.25 - 0.25 D
FeS0,.7H,0 27.8 27.8 27.8 E
Na,-EDTA 37.3 37.3 37.3 E

' Todos los reactivos utilizados fueron de grado reactivo, de las
casas J. T. Baker, Merck y Sigma.

Para la elaboracién de los medios de cultivo, se prepararon

soluciones concentradas 100 veces. Un litro de medio de cultivo basal
se preparo de la siguiente manera:
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En 400 mL de agua destilada desionizada se afiadieron 10 mL de
cada solucidn concentrada, con agitaciéon constante. Después se
agregaron los siguientes compuestos organicos:

COMPUESTO CONCENTRACION (mg/L)
Glicina 2

Tiamina-HCl 0.5

Piridoxina-HCl 0.5

Acido nicotinico 0.5

Acido fdlico 0.5

Biotina 0.05

Myo-inositol 100

Posteriormente se agregé sacarosa (30 g/L) y se llevé el medio a
un volumen de un litro; el pH se ajustdé a 5.5-5.7 con un
potenciémetro y con la ayuda de HCI o NaOH 1N. Al final se afiadieron
8 g/L de agar Merck y se fundié en una placa de calentamiento. El
medio se virtié (15 mL) en frascos gerber y se esterilizé durante 15
minutos a 110° C y 1 kg/cm? de presion.
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I.3. Establecimiento de la metodologia basica

La estrategia seguida para el cultivo in vitro de anteras fue
ensayar una metodologia basica para establecer el cultivo aséptico, al
mismo tiempo que se determinaban algunas variables importantes
como el tamafo del boton floral y el tiempo de desinfestacién con
cloro; este paso fue fundamental para adquirir habilidad en la
diseccion adecuada de las anteras.

La metodologia seguida fue la siguiente:

a) Se colectaron botones florales de diferentes
tamanos, 6 semanas después de la siembra, en el
verano.

b) Se determind el tamafo del botdn, en el que se
encontrasen microsporas en etapa uninucleada.
Para ello, éste se midid a lo largo y ancho y se
extrajeron las anteras. Una de éstas se colocé en
un portaobjetos con una gota de acetocarmin y
con el bisturi se oprimié para extraer su
contenido. Los restos de las paredes de la antera
se retiraron y se colocé un cubreobjetos,
presionando ligeramente. La preparacién se
calentd a la flama y se observé en el microscopio
optico.

¢) Se prepar6 el medio de cultivo, MS sin
hormonas.
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d) Los botones se desinfestaron probando varias
concentraciones de cloro comercial (hipoclorito
de sodio al 6%), desde 0.1 hasta 15% , durante 10,
15 y 20 minutos; la concentraciéon mas adecuada
fue la de 0.5% durante 15 minutos. Los botones se
mantuvieron permanentemente en la siguiente
solucion:

Acido citrico 150 mg/L
Acido ascérbico 100 mag/L
L-cisteina 25 mg/L

e) Los botones se disectaron con la ayuda de una
lente de aumento y se extrajeron Ias anteras,
separandolas cuidadosamente de los tejidos
envolventes. Se sembraron 10 anteras en cada
frasco de cultivo; colocandose planas, con los dos
I6culos en contacto con la superficie del medio.

f) El tejido se incub0 bajo un fotoperiodo de 16 h
diarias, a una intensidad luminosa de 1350 lux (1
ldAmpara de luz fluorescente blanca, de 75 W) y a
25 + 2°C.

BIBLIOTECA CENTRAL U. A. Ci.



11.4. Aplicacion de los tratamientos

Una vez que se establecid correctamente la metodologia
basica, se procedié a aplicar los tratamientos que se enlistan a
continuacién. En todos los casos, 2 menos que se indique otra cosa,
se utilizaron 10 repeticiones, con 10 anteras por frasco de cultivo;
los componentes de 10s medios, asi como sus concentraciones, se
detallan en la seccion I1.2.

1) Sales basicas de los medios:
* Murashige y Skoog (Solido y Liquido)
* N6 (S6lido y Liquido)
* Nitsch y Nitsch (Solido y Liquido)
Los medios liquidos con agitacion (80 rpm) y sin agitacion.

2) Agar. Medios MS, N6 y NN con:

* Agar (Merck) 0.8%

* Gelgro (ICN Biochemicals) 0.4%
Cada combinacion se incubod bajo luz continua (16 h) y también
en la oscuridad.

3) Sacarosa. Medios MS, N6 y NN solidos, con sacarosa al:
* 1%
* 3%
* 6%
*12%
*15%
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4) Hormonas. Medio N6 sélido con:
* AlA (0, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.1 mg/L)
*AIA (0, 0.1y 1 mg/L) + BA (0, 0.1y 1 mg/L)
*AIA 0, 01y1mg/L)+ K(©,01,1y 3 mg/l)
* ANA (0, 0.001 y 0.1 mg/L) + BA (0, 0.1y 1 mg/L)
* ANA (0,0.001Yy0.1mg/L)+ K(0,0.1,1y 3 mg/L)
*2,4-D0,01y1mg/L)+ K(0,01,1y 3 mg/L)
*K (0, 0.2,0.4,0.6,0.8y1mg/L)

AlA = Acido indolacético
ANA= Acido naftalenacético
2,4-D= Acido 2,4-Diclorofenoxiacético
BA= Benciladenina

K= Kinetina

5 repeticiones de cada combinacion hormonal, con 5 anteras
por frasco. Las anteras en los medios con 2,4-D fueron
resembradas una semana después a medio N6 sin hormonas.

5) Carbén activado. Medios MS, N6 y NN sdlidos, con:
* Carbon activado 0.5%
* Sin carb6n

6) Hidrolizado de caseina. Medios MS, N6 y NN sdlidos, con:

* Caseina hidrolizada 500 mg/L
* Sin caseina
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7) Aminoacidos. Medio N6 sélido con:
* Glutamina 100 mg/L
* Prolina 100 mg/L
* Serina 100 mg/L
* Glutamina+ Prolina+ Serina, cada una a 100 mg/L

Todos se filtraron a través de un filtro estéril de 0.2 ym de
poro, anadiéndose al medio antes de gelificar el agar.

8) Pretratamiento de las anteras. Medio N6
sélido con anteras tratadas en frio:

*12has°C

*24habs°C

* 3diasas°C

* 9diasas°C

*15diasa5°C

IL.5. Analisis citogenético del material vegetal obtenido

Para determinar el nivel de ploidia de las plantas obtenidas in
vitro, se utilizo la siguiente metodologia (Curtis, 1981):

a) Se colectaron apices de raices y se trataron con
8-hidroxiquinolina 0.003 M durante 8 horas a

temperatura ambiente.

b) Se fijaron en etanol-acido acético 3:1 por 24 h.
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C) Se maceraron en acido clorhidrico 1N por 20
minutos a 60° C

d) Se enjuagaron 2 ocasiones con agua destilada.

e) Se tineron con el reactivo de Schiff (tincidon
Feulgen) durante 15 minutos, en la oscuridad.

f) Se eliming el colorante y el tejido se enjuago 2
veces con agua destilada.

'g) El dpice se corto en una gota de acido acético al
45% Yy se presion6 entre un porta y un
cubreobjetos, la preparacion se caient6
ligeramente a la flama, antes de observar al
microscopio.

11.6. Aclimatacion del material vegetal

Las plantas obtenidas in vitro se acondicionaron de la
siguiente manera:

a) Una vez que las plantas presentaron hojas verdaderas se
"endurecieron” mediante la aplicacion de intensidades lumi-

nosas crecientes (de 8,000 a 10,000 lux) durante 4 semanas.

b) Se sacaron del frasco de cultivo, retirandose todos los
restos del agar y se asperjaron las raices con fungicida.

55



C) Se trasplantaron a vasos de plastico con sustrato estéril
(peat moss) y éstos se cubrieron con un capuchdén de
plastico.

d) Se aplicaron periodos cortos de exposicion a Ia luz solar
durante 4 semanas.

e) Se trasplantaron a macetas con suelo estéril y se alojaron
en el invernadero.

1.7 Andlisis estadistico

En todos los experimentos se consider6 un disefo
experimental completamente al azar, en aquéllos donde se estudio
el efecto simultaneo de 2 factores, se llevo a cabo un disefo factorial
de tratamientos.

El analisis estadistico consistié en realizar el analisis de varianza
del oscurecimiento de las anteras en los diferentes tratamientos
(considerando un mismo numero de éstas sembradas). Cuando fue
necesario, se efectuaron pruebas de comparacién de medias,
utilizando el procedimiento de la diferencia significativa minima.

En el caso de la formacién de callo y de la androgénesis in vitro,
dado que se presentdé minima respuesta de las anteras, no fue
posible realizar un analisis estadistico; en estos casos se manejaron
porcentajes de respuesta.
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lll. Resultados y Discusion
lIl.1. Determinacién del tamaiio del botén floral

De acuerdo con varios autores (Sunderland y Dunwell, 1977;
Bajaj, 1983) la etapa de desarrollo de las microsporas mas favorable
para inducir la androgénesis de las anteras en gran nimero de
especies, es la de microspora uninucleada. En el presente trabajo
durante la determinacion del tamafio del botén que contenia
anteras con microsporas en etapa uninucleada, se detectd que en la
planta de tomate las anteras de un mismo botén son de diversos
tamafios y pueden contener microsporas en diferente etapa de
desarrollo. Para el cultivo in vitro se decidié utilizar botones de 3 y
hasta 5 mm de longitud; en I0os que en su mayoria se encontraron
anteras con microsporas en etapa uninucleada y en tétradas.

lll.2. Oscurecimiento de las anteras.

A lo largo de la investigacion se observé que las anteras de
tomate  presentaron un oscurecimiento con gran facilidad,
principalmente en los primeros dias después de la siembra; se
designé como oscurecimiento a la aparicion de un color marron en
el tejido de las anteras. Las anteras oscurecidas perdieron su
turgencia y su color verde natural, adquiriendo finalmente una
coloraciéon parda (Fig. 2). Aquellas que no presentaron el fendmeno
anterior adquirieron una coloracion blanca, aumentando de 3 a 5
veces su tamafo (Fig. 3).
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FIG. 2. DIFERENTES GRADOS DE OSCURECIMIENTO EN ANTERAS DE
TOMATE DE CASCARA CULTIVADAS In vitro, 90x.

FIG. 3. ASPECTO DE ANTERAS DE TOMATE DE CASCARA, DESPUES
DE VARIAS SEMANAS EN CULTIVO, 60x
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El problema se presentd aun cuando las anteras antes de
sembrarse se mantuvieron todo el tiempo en una solucion
antioxidante; durante Ia siembra se traté de hacer la diseccion de los
botones en forma rapida, eliminandose las anteras dafiadas por los
instrumentos de diseccion, asi como aquéllas previamente
oscurecidas dentro del botén; en consecuencia, en la mayoria de 10s

tratamientos se sembrd un numero diferente de inéculos.

Segun Bidwell (1979) los cambios de coloracién de este tipo son
una respuesta al dafio, ocurriendo una oxidacién de fenoles y la
produccién de quinonas, compuestos téxicos insolubles de color
marron; esta reaccion es importante en la respiracion pero también
puede estar activa en la senescencia. El oscurecimiento del tejido es
un problema comun en algunas especies, en cultivo in vitro de
tabaco llega a ser drdastico en el periodo inicial del cultivo; se cree
que el cambio de coloracién puede resultar de alguna herida o de
cambios fisiolégicos por la separacién del tejido de la planta madre
(Zaid, 1987).

Considerando o anterior y el hecho de que en ninguno de los
experimentos se observo algun tipo de respuesta en las anteras
oscurecidas, se consider6 a este tejido como dafado; el daio a las
anteras pudo haberse originado durante el manejo de los botones y
la manipulacién durante la siembra. Dado que en los tratamientos
probados se detectaron diferencias en el numero de anteras
oscurecidas se tratd de establecer el efecto de éstos sobre el
oscurecimiento posterior a la siembra.

59



11i.2.1. Efecto de la composicion del medio de cultivo sobre
el oscurecimiento de las anteras

Ninguno de los 3 medios probados en su forma basal (macro y
micronutrimentos+ vitaminas+ sacarosa) fue capaz de promover
algun tipo de respuesta en las anteras en cuitivo, tanto en forma
s6lida como liquida. En relacion con el oscurecimiento del tejido se
encontraron algunas diferencias, dependiendo del medio utilizado.

ill.2.1.a. Oscurecimiento de ias anteras en medio sélido

El Cuadro 6 muestra los porcentajes de oscurecimiento de las
anteras en los 3 medios probados. NOtese l0s elevados porcentajes
de oscurecimiento en los medios MS y NN, superiores al 50% y
menores en el medio N6. El analisis de varianza para el numero de
anteras oscurecidas (Cuadro 1A), presentd diferencias altamente
significativas para el tipo de medio. El medio N6 fue el de menor
nimero de anteras oscurecidas en promedio (Cuadro 2A), por o
tanto, éste fue el que se utiliz6 en siembras posteriores (véase
seccion I1.4).
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Cuadro 6. Influencia de la composiciéon del medio de cultivo y del
agente gelificante sobre el oscurecimiento de anteras
de tomate cultivadas in vitro.

Anteras Anteras  Oscurecimiento
Medio sembradas  oscurecidas® (%)
MS  Agar Merck 66 35 53
Gelgro 82 56 68.3
N6 Agar Merck 77 34 441
Gelgro 84 24 28.6
NN Agar Merck 74 47 63.5
Gelgro 81 53 65.4

¥El oscurecimiento se evalué una semana después de la siembra.

1.2.1.b. Oscurecimiento de las anteras en medio liquido

El Cuadro 7 muestra los porcentajes de oscurecimiento de las
anteras en los 3 medios liquidos probados, cada uno con y sin
agitacion. El analisis de varianza del numero de anteras oscurecidas
en estos medios (Cuadro 4A) presentd diferencias significativas para
el tipo de medio, en la prueba de comparacién de medias (Cuadro
5A) se encontré que el MS rindié un mayor oscurecimiento de las
anteras en promedio, que los NN y N6; siendo similar en estos
ditimos.

En relacion con la agitacion del medio de cultivo, la diferencia

entre el numero de anteras oscurecidas en los medios con y sin
agitacion fue altamente significativa (Cuadro 4A), siendo claramente
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menor en 10s medios con agitacion (Cuadro 7). De estos resultados se
desprende que la agitacion del medio es importante para asegurar
un menor oscurecimiento, I0 anterior puede deberse a que el medio
liguido con agitacion permite una adecuada nutricion del tejido,
permitiendo una mayor sobrevivencia de las anteras.

Cuadro 7. Influencia de la composicién del medio de cultivo sobre
el oscurecimiento de anteras de tomate cultivadas en

medio liquido.
Anteras Anteras Oscurecimiento

Medio sembradas oscurecidas? (%)
MS _ Sin agitacion 83 79 95.2
Con agitacion 90 24 26.6

N6 Sin agitacion 64 43 67.18
Con agitacion 90 16 17.7
NN Sin agitacion 81 63 77.7
Con agitacion 86 18 20.9

TEl oscurecimiento se evalud una semana después de la siembra.

Cabe destacar que los porcentajes de oscurecimiento de las
anteras en el medio N6, tanto sélido (Cuadro 6), como liquido (Cuadro
7), fueron siempre menores que aquéllos de Ios medios MS y NN. Se
considera que este efecto esta relacionado con el nitrégeno aplicado
al medio de cultivo. En el cuadro 5 se observa que el medio N6
contiene mdas nitrégeno en forma de nitrato y menos en forma de
amonio que los medios MS y NN, quizas la concentracién de amonio
en estos ultimos es ligeramente toxica para las anteras de tomate,
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provocando mayores porcentajes de oscurecimiento; el
oscurecimiento del tejido debido al amonio se ha reportado en
papa, en cultivo de callo (Meulemans et al, 1987).

1ll.2.2. Efecto del tipo de Agar sobre el oscurecimiento de
las anteras

De acuerdo con el analisis de varianza realizado para el numero
de anteras oscurecidas en medio sélido (Cuadro 1A), no hubo
diferencias significativas en el uso de agar Merck o Gelgro para un
mismo medio de cultivo; esto se aprecia en los porcentajes de
oscurecimiento en el Cuadro 6. NO obstante, la interaccién entre
medio de cultivo y tipo de agar fue significativamente diferente; de
esta forma el oscurecimiento de las anteras en Ios medios con Gelgro
fue diferente al pasar de un medio a otro, presentando el valor mas
pequefio en el medio N6 (Cuadro 3A). Quizas las diferencias en el uso
de ambos tipos de agar tengan que ver con el tamaino de particula
del gel y su interaccion con las sales del medio de cultivo, Ia
combinacion N6 con Gelgro podria ser mas eficiente en Ila
disponibilidad de nutrimentos para el tejido, que las combinaciones
con MS y NN, permitiendo asi una mejor nutricién y una mayor
sobrevivencia de las anteras. A pesar de que el agar Merck y el gelgro
en el medio N6 no produjeron diferencias significativas sobre el
nimero de anteras oscurecidas, en siembras posteriores se decidié
utilizar N6 con gelgro por razones practicas: la cantidad de gelgro
necesaria para lograr la consistencia adecuada del medio, es menor
que en el caso del agar Merck y ademas se obtiene un medio mas
claro y transparente.
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11.2.3. Efecto de la concentraciéon de sacarosa sobre el
oscurecimiento de las anteras

El andlisis de varianza para el oscurecimiento de las anteras en
medios sélidos con distintas concentraciones de sacarosa mostrd
diferencias significativas entre los medios utilizados vy las
concentraciones de sacarosa (Cuadro 6A). EIl medio N6 fue el que
produjo menos anteras oscurecidas en promedio, en comparacion
con MS y NN (Cuadro 7A). Por otro lado, el oscurecimiento de las
anteras en los medios con sacarosa al 1, 3 y 6% fue
significativamente menor que en Ios medios con sacarosa al 12 y 15%
(Cuadro 8A). Lo anterior se observa en el Cuadro 8, Ilas
concentraciones altas de sacarosa (12 y 15%) produjeron altos
porcentajes de oscurecimiento en los 3 medios, lo cual sugiere que
puede producirse algun compuesto téxico producto de la
degradacion de la sacarosa durante la esterilizacion del medio, tal y
como lo han sefialado varios autores (Sunderiand y Dunwell, 1977;
Margara, 1988). En los medios con concentraciones altas de sacarosa
podria acumularse dicho compuesto, promoviendo un dafio al
tejido, lo cual se traduciria en un mayor numero de anteras
oscurecidas.
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Cuadro 8. Efecto de la concentracion de sacarosa sobre el oscureci-
miento de anteras de tomate cultivadas in vitro.

Medio Sacarosa (%) Anteras Anteras Oscurecimiento
sélido Sembradas  Oscurecidas® (%)
1 82 66 80.5
3 72 60 83.3
MS 6 94 86 91.5
12 70 66 94.3
15 62 58 93.5
1 72 a1 56.9
3 75 50 66.6
N6 6 72 47 65.2
12 91 78 85.7
15 88 78 88.6
1 78 66 84.6
3 72 58 80.5
NN 6 84 64 76.2
12 82 78 95.1
15 98 96 97.9

¥El oscurecimiento se evalud una semana después de la siembra.

1.2.4. Efecto de la oscuridad sobre el oscurecimiento de

las anteras

Los tratamientos con agente gelificante se incubaron tanto en
luz continua como en la oscuridad. Se encontré que los expuestos en
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oscuridad presentaron un 100 % de oscurecimiento de las anteras,
este resultado pudo haberse originado al aplicar una mayor
temperatura de incubacién ya que los tratamientos en oscuridad se
colocaron en una gaveta cerrada y sin ventilacion. La susceptibilidad
de las anteras a temperaturas altas de cultivo se ha reportado en
jitomate, donde temperaturas de 25-27° C fueron favorables pero a
30° C 0 mds, el tejido se oscurecié totalmente (Clyah et al, 1990).

111.2.5. Efecto del carbén, caseina, aminoacidos y trata-
miento en frio, sobre el oscurecimiento de las
anteras

Estos tratamientos tuvieron un efecto similar sobre el
oscurecimiento de las anteras; en general no se notaron diferencias,
excepto en el caso del tratamiento en frio el cual produjo un ligero
oscurecimiento de las anteras desde un inicio (Datos no mostrados).

1Il.3. Respuesta in vitro de las anteras
De todos los tratamientos probados durante la investigacion,
los unicos que promovieron la respuesta del tejido fueron aquellos a

base de hormonas. La principal respuesta fue la formacion de callo y
en menor medida la androgénesis de las anteras.
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1I1.3.1. Formacion de callo en las anteras

El Cuadro 9 muestra la respuesta de las anteras de tomate de
cascara en el medio N6 con diferentes concentraciones de auxina y
citocinina. Puede observarse que la formacion de callo fue variable
en los diferentes tratamientos, excepto en el caso del medio con
ANA 0.1 mg/L + BA 1.0 mg/L, el cual parece ser el mas adecuado para
inducir la formacion de callo (68.2%). En general el callo obtenido fue
de color verde o color crema (Figs. 4 y 5), presentando un
crecimiento rapido y una consistencia principalmente friable,
aunque se obtuvieron algunos compactos.

El callo mostré minima diferenciacidn. En el medio con AIA 1.0
mg/L se observé formacion de raices mientras que en el medio con
2,4-D 1.0 mg/L + BA 0.1 mg/l se obtuvieron raices sin formacién de
callo; estas respuestas fueron claramente inducidas por Ia
concentracién de auxina. Algunos de los medios con BA 1.0 mg/L
presentaron callo con formacién de brotes (Figs. 6 y 7),
independientemente de la concentracion de auxina empleada; la BA
parece ser importante para inducir la diferenciacién del callo. Cabe
destacar que en ninguno de los casos se observé el crecimiento de
los brotes, s6lo su diferenciacion.
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Cuadro 9. Respuesta de las anteras de tomate en el medio N6 bajo
diferentes concentraciones de hormonas.

Auxina  Citocinina [Anteras Anteras con Otro tipo de
(mg/L) (mg/L) sembradas callo? respuesta®*
- - 21 1(04.7)
AlA 0.02 - 19 3 (15.8) Planta completa (1)
0.04 - 22 4 (18.2)
0.06 - 26 5 (19.2 Planta completa (2)
0.08 - 21 4 (19
- K 041 23 0
. 0.2 21 1 (4.7
- 0.4 21 0
- 0.6 23 1 (4.3 Planta completa (1)
- 0.8 21 0
- 1.0 24 4 (16.6)
- 3.0 26 2(7.7D
0.1 - 16 0
01 01 21 1 (4.7)
01 1.0 21 1
01 3.0 22 0
1.0 - 24 1 (4.2 Callo con raices (1)
1.0 0.1 18 1 (5.5
1.0 1.0 20 4 (20)
1.0 3.0 18 2 (11.1)
- BA 01 18 3 (16.6)
- 1.0 27 4 (14.8) Callo con brotes
0.1 0.1 24 2 (83
0.1 1.0 19 0 Callo con brotes

3.0s numeros entre paréntesis son porcentajes de formacion de callo
b a respuesta se evalué 6 semanas después de la siembra
Las plantas obtenidas fueron diploides
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Continuacién Cuadro 9.

Auxina Citocinina [Anteras Anteras con Otro tipo de
(mg/L) (mg/L) [sembradas callo*®* respuesta
AIA1.0 BA 041 23 8 (34.8)
1.0 1.0 13 6 (46.15) Callo con brotes
ANA 0.001 - 23 3 (13)
0.001 K 01 27 1 (3.7)
0.001 1.0 27 2 (74
0.001 3.0 24 1(41)
0.1 - 25 0
0.1 0.1 25 0
041 1.0 22 1 (4.5
0.1 3.0 30 0
0.001 - 19 3 (15.8)
0.001 BA 0.1 21 3 (14.3)
0.001 1.0 24 2 (8.3 Callo con brotes
01 - 21 5 (23.8)
01 01 20 5 (25)
01 1.0 22 15(68.2) Callo con brotes
2,4-D 0.1 - 24 2 (83
01 01 21 2 (9.5
0.1 1.0 24 3 (12.5
01 3.0 26 0
1.0 = 24 1 (4.16)
1.0 0.1 26 0 Raices (2)
1.0 1.0 25 0
1.0 3.0 24 0

FLos nimeros entre paréntesis son porcentajes de formacién de callo
bLa respuesta se evalué 6 semanas después de la siembra
°El callo fue de color verde y crema.
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FIG. 4. ANTERAS CON FORMACION DE CALLO CULTIVADAS EN
MEDIO SOLIDO, 90x.

B G gt Lo W ORI W e

FIG. 5. ANTERA CON FORMACION DE CALLO CULTIVADA EN MEDIO
LIQUIDO, 60x.
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FIG. 6. BROTES DE TOMATE DE CASCARA INICIANDOSE DEL CALLO.
MEDIO N6 CON BA A 1.0 mg/L, 60x.

FIG. 7. FORMACION DE BROTES MULTIPLES. MEDIO N6 CON BA A
1.0 mg/L, 60x.
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El callo obtenido de la siembra de anteras en medio N6 con
diferentes concentraciones de hormonas, fue trasplantado a medio
fresco con distintas concentraciones de auxinas (AIA, ANA y 2,4-D) y
citocininas (K y BA), con el fin de inducir organogénesis; 10s
resultados se muestran en el Cuadro 10. En ninguno de los casos fue
posible inducir organogénesis del callo y los indculos con brotes
permanecieron sin cambio; las Unicas respuestas fueron la formacion
de callo nuevo y raices, en este ultimo caso, tal vez por efecto de la
concentracién de auxinas. Es probable que el callo requiera una serie
de subcultivos antes de poder lograr la organogénesis.

1I1.3.2. Androgénesis de las anteras

La androgénesis de las anteras, es decir, 1a induccién, iniciacion
y desarrollo de embriones, se logr6 en el medio N6 con bajas
concentraciones de AlA (0.02 6 0.06 mg/L), asi como con K 0.6 mg/L
(Cuadro 9, Figs. 8 y 9). Las plantas formadas (1 planta por antera)
fueron normales, con sus 2 cotiledones y raiz principal detectandose
a simple vista después de 6 semanas. La tasa de respuesta fue baja,
de 7.6% en el medio con AIA 0.06 mg/Ly alrededor del 4.5% en los
otros casos.
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Cuadro 10. Respuesta del callo de tomate en el medio N6 con diferen-
tes concentraciones de hormonas.

Auxina Citocinina Inéculos Inéculos con callo

(mg/L) (mg/L) sembrados nuevo?
- - 14 4
AIA 0.1 - 10 1
01 K 0.1 9 0
0.1 1.0 17 0
0.1 3.0 12 0
1.0 - 10 1
1.0 01 10 2
1.0 1.0 9 2
1.0 3.0 15 2
~ 0.1 15 1
- 1.0 13 3
i 3.0 12 2
- BA 01 14 3
= 1.0 15 4
01 0.1 12 1
0.1 1.0 10 3
1.0 0.1 10 6 Raices
1.0 1.0 13 9 Raices
ANA 0.1 1.0 13 0
0.1 20 14 7
0.1 3.0 8 2
0.2 1.0 11 1
0.2 2.0 16 6
0.2 3.0 13 5
0.3 1.0 8 2 Raices
0.3 20 Z 3
0.3 3.0 18 11 Raices
2,4-D 01 K . 12 0
. 01 0.1 10 1
01 1.0 11 4
0.1 3.0 12 2
1.0 5 | 0
1.0 0.1 7 2 Raices
1.0 1.0 10 0
1.0 3.0 11 5

%6 semanas después de la siembra.
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FIG. 8. ANDROGENESIS EN UNA ANTERA DE TOMATE DE CASCARA.
MEDIO N6 CON AIA 0.02 mg/L, 60x.

FIG. 9. FORMACION DE UNA PLANTA DE TOMATE DE CASCARA A PARTIR DE
UNA ANTERA CULTIVADA In vitro. MEDIO N6 CON AIA 0.06 mg/L, 60x.
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Con el fin de contar con mayor cantidad de material para
analizar, se repitio la siembra de anteras en el medio N6 con AIA 0.02
ma/L, AIA 0.06 mg/L y K 0.6 mg/L, tanto sélido como liquido (en
agitacion). Se encontré que s6lo Ia respuesta del medio N6 sélido con
AIA 0.06 mg/L fue reproducible. Con base en la mayor tasa de
respuesta de las anteras y a la reproducibilidad de los resultados, se
concluyé que, de las hormonas probadas, el AIA a 0.06 mg/L, fue la
mdas adecuada para el cultivo in vitro de anteras de tomate de
cascara.

En esta segunda siembra se obtuvieron hasta 2 plantas por
antera (Fig. 10), pero éstas presentaron un solo cotiledén en forma
de corola (Fig. 11 y un habito de crecimiento multiple (Fig. 12).

El requerimiento de bajas concentraciones de auxinas (en este
caso AlA) por parte de las anteras no coincide con lo sefialado por
Sunderiand y Dunwell (1977), en el sentido de que las solanaceas son
especies independientes de hormonas para el cultivo de anteras in
vitro. No obstante, puede sefalarse que al igual que en otras
especies de solanaceas, se logro inducir la androgénesis en un medio
basal simple, con vitaminas y una concentracion baja de sacarosa
(3%).
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FIG. 10. BROTACION DE EMBRIONES EN UNA ANTERA DE TOMATE DE
CASCARA. MEDIO N6 CON AIA 0.06 mg/L, 90x.

FIG. 11. PLANTA MIXOPLOIDE DE TOMATE DE CASCARA OBTENIDA
POR ANDROGENESIS DE LAS ANTERAS, 60x.
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FIG. 12. HOJA DE UNA PLANTA MIXOPLOIDE OBTENIDA
In vitro, 60x.

) (i o K . “ﬁﬁk.“~mmrm,*-

FIG. 13. PLANTA DE TOMATE DE CASCARA EN PROCESO DE
ACLIMATACION.
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l11.4. Andlisis citogenético de las plantas obtenidas

El anadlisis de 1a ploidia de las plantas obtenidas demostré que
éstas eran diploides, con 24 cromosomas. La explicacion a este
resultado puede deberse a: (1) Que las plantas se formaron a partir
de algun tejido diploide de la antera, o (2) Provienen del tejido
haploide de Ias microsporas y doblaron su numero cromosémico en
forma espontdnea durante algin momento de su desarrollo, ya que
esto se ha detectado en especies como cebada (Islam et al, 1992) y
arroz (Guiderdoni et al, 1992).

Las plantas anormales de 1a segunda siembra con AIA 0.06 mg/L,
fueron mixoploides, con 12, 24, 36 y 48 cromosomas en sus células
(Fig. 14). Con base en este resultado se puede apoyar la idea del
origen haploide de las plantas obtenidas in vitro y su posterior
doblamiento de cromosomas en forma espontanea.

111.5. Aclimatacion de las plantas obtenidas

Todas las plantas obtenidas in vitro se acondicionaron
siguiendo la metodologia detallada en la seccion 11.6 (Fig.13), la cual
no fue adecuada para aclimatar eficientemente el material vegetal.
Las escasas plantas obtenidas se deshidrataron en las dltimas
semanas, marchitandose por completo al alojarias en el invernadero.
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Fig. 14. Células de apices de raices de tomate de cadscara
mostrando (a) 12, (b) 24, (c) 24, 36 y (d) 48 cromo-
somas. Escala: |-22¢m 4
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11l.6. Metodologia para el cultivo de anteras en tomate de
cascara

La figura 15 presenta la metodologia que se establecid para el
cultivo de anteras de tomate de cdscara. Las variables mas
importantes fueron el tamaino del botdn floral, 3-5 mm de longitud;
la desinfestacién de los botones usando cloro comercial al 0.5% por
15 minutos; el medio de cultivo, N6 con vitaminas completas (Glicina
2 mg/L, tiamina-HCl 0.5 mg/L, piridoxina-HCI 0.5 mg/L, acido nicotinico
0.5 mg/L, acido félico 0.5 mg/L y biotina 0.05 mg/L), myo-inositol 100
mg/L, sacarosa 3%, gelgro 0.4%, y finalmente la composicién de
hormonas, en este caso AIA 0.06 mg/L. Dichas condiciones
permitieron inducir en un bajo porcentaje (7.6%) la androgénesis de
las anteras de tomate de cdscara cultivar Rendidora (Figs. 16 y 17).
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Siembra de semilla bajo condiciones de invernadero

|

Colecta de botones florales de 3-5 mm de longitud, en
solucién antioxidante (Ac. citrico 150 mg/L + AC.
ascorbico 100 mg/L + Cisteina 25 mg/L)

)

Desinfestacion de los botones con cloro comercial al
0.5% por 15 minutos

\

Siembra de anteras in vitro (10 anteras por frasco de
cultivo) en el medio N6 con vitaminas, myo-inositol 100
mg/L, sacarosa 3%, gelgro 0.4% y AIA 0.06 mg/L

\

Incubacién del tejido bajo luz continua (1350 lux) v a
25+ 2°C

\
Regeneracion de plantas después de 6 semanas

Fig. 15. Metodologia establecida para el cultivo de anteras de

tomate de cascara, cultivar Rendidora.
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FIG. 16. PLANTA DIPLOIDE DE TOMATE DE CASCARA OBTENIDA
MEDIANTE EL CULTIVO DE LAS ANTERAS In vitro.
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FIG. 17. PLANTA DIPLOIDE DE TOMATE DE CASCARA DE 7
SEMANAS DE EDAD.
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Conclusiones

Se logro establecer una metodologia adecuada para el cultivo
in vitro de anteras de tomate de cdascara, obteniéndose plantas
después de 6 semanas; la tasa de respuesta fue de 4.5- 7.6%.

El medio de cultivo adecuado fue el N6 con vitaminas
completas (Glicina 2 mg/L, tiamina-HCl 0.5 mg/L, piridoxina-HCI 0.5
mg/L, acido nicotinico 0.5 mg/L, acido félico 0.5 mg/L y biotina 0.05
mg/L), myo-inositol 100 mg/L, sacarosa 3%, geigro 0.4% y AIA 0.06
mal/L.

Las plantas obtenidas fueron diploides (2n=24) y mixoploides
(N=12,2n=24,3n=36y 4n=48).
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Cuadro 1A. Analisis de varianza para la variable nimero de anteras
oscurecidas en medios de cultivo sélidos, con 2 tipos de

agar.

Fuentes de Grados de Cuadrados F calculada
Variacion libertad Medios

Medio de cultivo 2 32.15 21.28 **
Marca de Agar 1 0.066 0.04
Medio x Agar 2 8.516 5.64 *
Error 54 1.511

* Significancia al 5%
** Significancia al 1%

Cuadro 2A. Comparacion de medias del numero de anteras
oscurecidas en los medios sélidos utilizados.

Medio de Cultivo Media Grupo
MS 5.05 A
NN 5.4 A
N6 3.05 B

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
(alfa= 0.05)
DMS= 0.78

100



Cuadro 3A. Comparacion de medias del numero de anteras
oscurecidas en l0s medios de cultivo, para cada marca

de agar.
Medio de Cultivo
Marca de Agar MS N6 NN
Agar Merck 442a 3.7a 53Db
Gelgro 5.7a 24Db 2.5C

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
(alfa= 0.05)
DMS= 1.1

Cuadro 4A. Andlisis de varianza para la variable numero de anteras
oscurecidas en medios liquidos con y sin agitacion.

Fuentes de Grados de Cuadrados F calculada
variacion libertad Medios

Medio de cultivo 2 14.716 6.4*
Agitacion 1 410.816 178.76 **
.Medio X Agitacién 2 4.116 1.79
Error 54 2.298

* Significancia al 5%
** Significancia al 1%
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Cuadro 5A. Comparacién de medias del numero de anteras
oscurecidas en los medios liguidos utilizados.

Medio de Cultivo Media Grupo
MS 5.5 A
NN 4.45 B
N6 38 B

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
(alfa= 0.05)
DMS= 0.96

Cuadro 6A. Andlisis de varianza para la variable numero de anteras
oscurecidas en medios sélidos con diferentes concentra-
ciones de sacarosa.

Fuentes de Grados de Cuadrados F calculada
variacion libertad Medios

Medio de cultivo 2 19.62 9.08 *
Sacarosa 4 12.84 5.94 *
Medio x Sacarosa 8 1.92 0.89
Error 135 2.16

* Significancia al 5%
** Significancia al 1%
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Cuadro 7A. Comparacion de medias del numero de anteras
oscurecidas en los medios con diferentes
concentraciones de sacarosa.

Medio de Cultivo Media Grupo
MS 6.38 A
NN 6.26 A
N6 5.24 B

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
(alfa= 0.05)
DMS= 0.58

Cuadro 8A. Comparacion de medias del numero de anteras
oscurecidas en diferentes concentraciones de sacarosa.

Sacarosa (%) Media Grupo
15 6.73 A
12 6.6 A
6 5.6 B
5 5.53 B
1 5.3 B

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
(alfa= 0.05)
DMS= 0.75
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Cuadro 9A. Nombres comunes y cientificos de las plantas mencio-

nadas en el texto.

Nombre comun

Nombre cientifico

Alamo

Arroz

Beleio

Belladona
Berenjena
Berenjena cimarrona
Berenjena peluda
Berro oreja de raton
Brocoli

Cafna de azucar
Caucho

Cebada

Cebada bulbosa
Col de Bruselas
Coliflor

Colza, nabo

Chile

Chile de arbol
Chichiquelite
Esparrago

Flor de Gloria
Flor de nabo
Girasol

Populus spp.

Oryza sativa

Hyoscyamus niger

Atropa belladona

Solanum melongena
Solanum torvum

Solanum mamosum
Arabidopsis thaliana
Brassica oleracea var. italica
Saccharum spp.

Hevea brasiliensis

Hordeum vulgare

Hordeum bulbosum
Brassica oleracea var gemmifera
Brassica oleracea var. botrytis
Brassica napus

Capsicum annum

Capsicum frutescens
Solanum nigrum

Asparagus officinalis
Solanum dulcamara
Brassica campestris
Helianthus annus

continua
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Cuadro 9A. Continuacion.

Nombre comun

Nombre cientifico

Jitomate

Papa

Peonia

Petunia
Remolacha, acelga
Tabaco

Tabaco de perro
Tabaco macuche
Tabaco silvestre
Tabaquillo
Toloache
Toloache, estramonio
Tomate de cascara
Trigo

Vid

Lycopersicon esculentum
Solanum tuberosum
Paeonia hybrida

Petunia hybrida

Beta vulgaris

Nicotiana tabacum
Nicotiana clevelandii
Nicotiana rustica
Nicotiana sylvestris
Nicotiana plumbaginifolia
Datura innoxia

Datura stramonium
Physalis ixocarpa
Triticum aestivum

Vitis spp..
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