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RESUMEN 

con el fin de explorar Ia posibilidad de obtener plantas 

haploides, las cuales despues de ser duplicado su numero de 

cromosomas pueden ser utilizadas para producir lfneas puras en 

corto tiempo, se estableci6 una metodologfa basica para el cultivo in 

vitro de anteras de tomate de cascara. se probaron 3 medias de 

cultivo MS, N6 v NN tanto s61idos como lfquidos; 2 tipos de agar, agar 

agar v Gelgro; sacarosa 1, 3, 6, 12 v 15%; carbon activado 0.5%; 

hidrolizado de casefna 500 mg/L; glutamina, serina v prolina 100 

mg/L; asf como diferentes concentraciones de auxinas v citocininas. 

Las principales respuestas de las anteras en cultivo fueron el 

oscurecimiento del tejido, Ia formaci6n de calla v Ia androgenesis 

Onducci6n, desarrollo v crecimiento de embriones a partir de las 

microsporas>. La formaci6n de plantas fue posible despues de 6 

semanas en el media N6 con vitaminas, mvo-inositol 100 mg/L, 

sacarosa 3%, gelgro 0.4% v acido indolacetico 0.06 mg/L. La tasa de 

respuesta fue del 7.6% v las plantas obtenidas fueron diploides 

<2n = 24> v mixoploides <n = 12, 2n = 24, 3n = 36 v 4n = 48>. 



INTRODUCCION 

El cultivo de tejidos vegetales es el conjunto de tecnicas 

utilizadas para el crecimiento o mantenimiento de celulas vegetales, 

tejidos, 6rganos o plantas completas en un media de cultivo 

definido v bajo un ambiente artificial controlado. 

Durante los ultimos anos, en dichas tecnicas se ha tenido un 

desarrollo importante, que se traduce en posibilidades para Ia 

soluci6n de problemas agrfcolas v hortfcolas v para su explotaci6n 

comercial. De esta forma, sus principales aplicaciones han sido Ia 

micropropagaci6n, preservaci6n de germoplasma, mejoramiento 

genetico, producci6n de metabolites e investigaci6n basica, entre 

otras. 

Dentro del mejoramiento genetico a traves del cultivo de 

tejidos vegetales, el cultivo de anteras es una tecnica cuyo objetivo 

principal es Ia obtenci6n de plantas haploides v diploides 

homocigotas, las cuales representan un material valioso para el 

fitomejoramiento, y son una herramienta util para Ia investigaci6n 

genetica. 

Empleando los metodos convencionales de entrecruzamiento v 
retrocruzamiento es posible obtener lfneas puras; sin embargo, es un 

proceso que implica demasiado tiempo; por ejemplo, se necesitan 

de 8 a 10 anos para obtener una variedad por el metoda de 

hibridaci6n en un cultivo anual. Mediante el cultivo de anteras, los 

haploides v consecuentemente los diploides homocigotos, pueden 

obtenerse en un lapso relativamente corto; es posible producir 

lfneas puras en una o dos generaciones empleando haploides. 
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Las plantas haploides poseen s61o un conjunto de cromosomas 

v son esteriles, no obstante, mediante Ia duplicaci6n de su numero 

cromos6mico <p. ej. mediante Ia aplicaci6n de colchicina en las 

etapas tempranas del desarrollo) seran fertiles e isogenicas, es decir, 

todos sus loci seran homocigotos, produciendo una descendencia 

uniforme, va que ninguno de los genes estara enmascarado por un 

alelo dominante. 

Los diploides homocigotos fertiles pueden emplearse para 

producir lfneas puras que se requieran para utilizar el vigor hfbrido, 

al cruzarlas entre sf. Debido a que los factores geneticos estan 

representados por un alelo, los cambios inducidos se hacen 

evidentes desde Ia primera generaci6n. Las plantas homocigotas 

ofrecen las ventajas de mostrar una meiosis normal v no perder las 

caracterfsticas deseables durante Ia segregaci6n <Bajaj, 1990>. 

Otra ventaja de las plantas haploides es que permiten el 

estudio genetico precise, va que es posible identificar directamente 

las mutaciones inducidas. 

El cultivo de anteras ha sido reportado en muchas especies, 

principalmente en las solanaceas v las gramfneas, como es natural, 

los esfuerzos se han encaminado hacia el fitomejoramiento mas que 

hacia Ia investigaci6n genetica. Ademas de haploides, es comun 

obtener plantas con ploidfa mayor en el cultivo de anteras 

<Sunderland v Dunwell, 1977). 

Dentro de este marco de referencia, en el presente trabajo se 

establece Ia necesidad de estudiar el cultivo in vitro de anteras de 

una planta mexicana de importancia econ6mica v culinaria: el 
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tomate de cascara (Physalis ixocarpa Brot.L De tomate se cosechan 

en Mexico alrededor de 23,000 ha al ano, siendo uno de los 10 

cultivos hortfcolas mas importantes en cuanto a superficie cultivada. 

El cultivo tiene pecos problemas sanitarios, presenta una 

rentabilidad estable e involucra costas bajos; los principales estados 

productores son Guanajuato, Puebla, Morelos, Hidalgo, Jalisco, 

Michoacan v Mexico. 

El tomate de cascara es una planta alogama obligada, lo cual ha 

dificultado par mucho tiempo su mejoramiento por metodos 

tradicionales (Pena v Marquez, 1990) v en consecuencia, se presenta 

una gran variabilidad genetica en cuanto a tipos de planta v 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 metodologfa para el cultivo in vitro de 
anteras en tomate de cascara. 

b> Analizar el nivel de ploidfa de las plantulas obtenidas. 

c> Adaptar el material que se obtenga, a las condiciones 
de invernadero. 

La HIPOTESIS sometida a prueba es Ia siguiente: 

El cultivo in vitro de anteras de tomate de cascara permite 
obtener plantas con diferentes niveles de ploidfa. 
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I. REVISION DE LITERA TURA 

1. Tomate de cascara 

1.1. Clasificacion. ccarcfa, 1975) 

Rei no Vegetal 

Subreino Plantas 

Division Spermathophyta 

Clase Angiospermae 

Subclase Dicotiledoneae 

Orden Polemoniales 

Familia Solanaceae 

Tribu Solaneae 

Genera Physalis 

Especie ixocarpa 

1.2. caracteristicas de Ia planta 

segun Garcfa C1975), Ia especie Physalis ixocarpa Brot. 

corresponde o es sin6nimo de las especies P. aequata Jacq. v P. 

phi/adelphica Lam. De esta forma, Ia planta se describe de Ia 

siguiente manera: Herbacea de 15 a 60 em de altura, anual; glabra o 

en ocasiones con pelos esparcidos; hojas ovadas de 2 a 8.2 em de 

largo por 1 a 6 em de ancho. Base atenuada, apice agudo con 

margenes irregularmente dentados, con 2 a 6 dientes en cada lado; 

peciotos de 0.4 a 6.5 em de largo; pedicelos de 0.7 a 1 em de largo; 

16bulos del caliz de forma ovada, de 0.7 a 1.3 em de largo, hirsutos; 

corota de 0.8 a 2.3 em de diametro, amarilla, puede presentar 
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manchas de color azul verdoso Que no contrastan; anteras azules o 

azul verde, de 0.2 a 0.35 em de largo, generalmente retorcidas 

despues de Ia dehiscencia. Caliz del fruto de 1.8 a 4.3 em de largo por 

2.5 a 6 em de ancho, con 10 costillas, baya de 1.6 a 6 em de diametro; 

pedicelos de 0.6 a 1 em de largo en Ia fructificaci6n. 

se distribuye en el valle de Mexico, localizandose hacia el 

centro v sur. Habita en encinares abiertos, pastizales, a orillas de 

charcos, canales v campos de cultivo; en zonas urbanas es comun 

entre los 2220 y 2750 msnm. Fuera del Valle, esta especie se 

distribuve desde el Este v sur de los Estados unidos, hasta costa Rica, 

Haitf, Jamaica v Cuba. 

En cuanto al numero de especies del genera Physalis, no se 

cuenta con el data exacto, sin embargo se cree Que varfa entre 45 v 
140. El numero somatico de cromosomas para el tomate de cascara 

es de 2n=24. 

1.3. crecimiento y Floracion 

Baja las condiciones de clima v suelo del estado de Morelos, el 

tomate tiene un ciclo de vida de 85 a 90 dfas de Ia siembra a Ia 

senectud. Luego de Ia germinaci6n el crecimiento es Iento, 

alrededor de 1 em por dfa; a los 24 dfas se acelera, terminandose a 

los 55, que es cuando alcanza una altura de 90 em. oespues, Ia planta 

sigue creciendo lentamente hasta alcanzar poco mas de 1 m, lo que 

sucede a los 70 dfas; posteriormente Ia planta envejece rapidamente. 
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La diferenciaci6n de las vemas florales se inicia entre los 17 v 20 

dfas posteriores a Ia siembra; Ia aparici6n de las primeras flares 

ocurre a los 28 6 30 dfas v Ia planta continua floreando hasta que 

muere. Las flares abren antes que las anteras tengan dehiscencia, 

entre las 8 v 12 horas del dfa; los 16bulos se hinchan 

conslderablemente antes de abrir el bot6n floral. 

Poco antes de Ia dehlscencia de las anteras, lo cual ocurre de Ia 

punta a Ia base, los fllamentos se elongan hasta llegar cerca del 

estigma v 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 dfas entre Ia dehiscencia de 

Ia primera a Ia quinta antera. 

Entre el tercero v sexto dfa despues del cierre de las anteras, Ia 

corola, los estambres, el estilo vel estigma se encorvan; se marchitan 

v caen; posteriormente el ovario v el caliz se elongan; este ultimo 

envuelve al fruto joven v crece a su maximo antes de que este 

madure. <Sarav, 1977>. 

A pesar de que el tomate de cascara posee flares 

hermafroditas, presenta una autoincompatibilidad gametofftica, 

determinada por dos loci independientes con alelos multiples 

<Pandey, 1957>, por lo que se clasifica como planta al6gama obligada. 
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1.4. Fructificacion 

El cuajado de los frutos se inicia a los 35 dfas despues de Ia 

siembra v a los 42 Ia formaci6n del cascabel. Del cuajado de los frutos 

a Ia maduraci6n transcurren de 20 a 22 dfas. Del total de flares que 

tiene una planta, solo el 40 % son fecundadas, de estas, un 30 % 

aproximadamente llegan a cosecharse en su madurez <Sarav, 1977>. 

1.5. Cultivares 

El tomate presenta una gran variabilidad genetica en cuanto a 

tipos de planta v 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, Estrella v Milperos. El primero 

supera en mas del 20 % en rendimiento comercial v total a los 

materiales criollos que generalmente producen frutos pequenos v 
de color amarillo, presentan una gran diversidad en cuanto a sus 

caracterfsticas v tienen un rendimiento promedio par hectarea 

menor de 15 toneladas <Cuadra 1>. 
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Cuadra 1. comparaci6n de caracterfsticas entre 

2 variedades de tomate de cascara <INIA, 1981). 

variedad 

caracterfstica Rendidora Criolla 

Tamano del fruto Grande Chico 

Color de los frutos verde Amarillo 

oras al primer corte 75 90 

oras al ultimo corte 133 133 

No. de cortes 9 7 

Producci6n <tonlha> 40 22 

El cultivar Rendidora tiene mezclados diferentes habitos de 

crecimiento <erecto, rastrero e intermedioL un 35% de sus frutos 

son grandes <mavores de 4.5 em de diametro>; aproximadamente un 

85% de Ia producci6n corresponde a frutos que llenan 

completamente el caliz; son agridulces v de color verde limon; 

presentan buena firmeza, v comienzan a madurar 60 a 65 dfas 

despues del trasplante <Sarav, 1977>. 
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2. Tecnlcas de Producclon de Haploides 

Los haploides se conocen desde 1922, cuando Blakeslee et al 

<citados en Bajaj, 1983> reportaron Ia ocurrencia natural de plantas 

haploides en estramonlo <Datura stramonium>. Posteriormente 

fueron detectadas en muchas otras especies, pero a frecuencias muv 

bajas. 

En los SO's, Tulecl<e demostr6 que los granos maduros del polen 

de Ginkgo biloba podfan cambiar su desarrollo normal para formar 

calla, si se cultivaban en un media apropiado. En 1964, Guha v 

Maheshwari lograron inducir accidentalmente 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 estimul6 

notablemente el interes por Ia inducci6n experimental de haploides, 

especialmente en el area de Ia androgenesis in ~ <inducci6n, 

iniciaci6n v desarrollo de embriones a partir de celulas haploides> 

<Sunderland v ounwell, 1977>. 

Los haploides pueden ocurrir de manera espontanea en Ia 

naturaleza o ser inducidos experimentalmente. Los primeros se 

originan como resultado de partenogenesis o apomixis. En tales 

casas, erhuevo no fertilizado, el esperma o las sinergidas, empiezan a 

crecer para formar una planta haploide, independientemente de 

cualquier estfmulo experimental <Bajaj, 1983>. 
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2.1. Produccion de haploides in vivo 

Los embriones haploides pueden ser producidos in vivo por 

polinizaci6n demorada, polinizacl6n con polen irradiado, 

polinizaci6n con polen abortive o extrano v cheques de 

temperatura; en Ia mayorfa de los casas Ia frecuencia de inducci6n 

de haploides es baja (Bajaj, 1983>. 

El desarrollo de haploides in vivo se lleva a cabo dentro del 

ovario v se asume que son originados de algun componente del saco 

embrionario. 

En algod6n (Gossypium spp.>, se usa Ia semigamia como un 

metoda eficiente para producir plantas haploides. cuando los 

hfbridos de Gossypium hirsutum x G. barbadense , son cruzados 

como progenitores macho con una lfnea virulenta semigametica, se 

obtienen quimeras con follaje virulento (hembra> v verde (macho>. 

cuando los sectores verdes haploides son tratados con colchicina, 

pueden formar semi lias homodiploides (Chu, 1982>. 

2.2. Producci6n de haploides in vitro 

Los haploides pueden regenerarse a partir de celulas 

gametoffticas masculinas o femeninas, a traves del cultivo de 

anteras, microsporas v polen, asf como ovaries v 6vulos. En cebada v 
trigo Ia eliminaci6n de cromosomas mediante el cultivo de 

embriones j6venes es una tecnica empleada con exito para obtener 

plantas haploides. 
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CULTIVO DE ANTERAS 

El cultivo de anteras es una de las tecnicas mas sencillas para Ia 

inducci6n de androgenesis In vitro. Ha sido empleada para obtener 

callo, embriones v plantas derivadas de las microsporas en gran 

numero de especies. una modificaci6n de Ia tecnica involucra el 

cultivo de Ia inflorescencia bajo condiciones que permitan Ia 

proliferacl6n de las microsporas en callo o embriones; lo anterior es 

de gran utilidad en los cases donde el tamafio pequefio de las 

anteras hace su disecci6n tecnicamente diffcil. 

Aunque el cultivo de anteras ha probado ser eficiente para Ia 

inducci6n de haploides, tiene una desventaja notable, las plantas no 

solo pueden originarse de las microsporas sino tambien de varias 

otras partes de Ia antera, dando como resultado una poblaci6n de 

plantas con varies niveles de ploidfa <Bajaj, 1983>. 

CULTIVO DE MICROSPORAS Y/0 POLEN 

La producci6n de haploides a traves del cultivo de microsporas 

<polen inmaduro> o polen, puede tograrse at cambiar el desarrollo de 

estes, de tal forma que se comporten como celulas somaticas en 

Iugar de madurar, formando estructuras haploides <embriones>. Esta 

tecnica presenta ciertas ventajas en relaci6n con el cultivo de 

anteras: <1> se evita Ia interferencia de Ia pared de Ia antera o de 

otro tejido somatico en Ia inducci6n de callo o plantulas; <2> puede 

obtenerse gran cantidad de plantas haploides a partir de pocas 

anteras; <3> Ia secuencia de androgenesis puede observarse a partir 
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de una sola celula, por lo tanto se tiene un sistema ideal para 

estudiar Ia fisiologfa v bioQufmica de Ia embriogenesis. 

El cultlvo de microsporas normalmente involucra Ia flotaci6n 

de las anteras en un media lfQuido, seguido de Ia dehiscencia v 

liberaci6n de estas, Que continuan su desarrollo como calla o 

embrlones. Esta tecnlca se ha adaptado con exito en tabaco, cebada 

v trlgo. Las microsporas tam bien pueden alslarse mecanicamente de 

anteras frescas o pretratadas <precultivadas>. En el primer caso se ha 

logrado tener exito en pocas especies, entre elias tabaco, cebada, 

tabaco macuche v colza <Keller eta/, 1987>. 

Mediante el cultivo de granos de polen se ha logrado obtener 

plantas en toloache, tabaco, papa, petunia, berenjena, arroz, beleno 

v belladona <Chu, 1982>. En toloache se ha mejorado 

considerablemente Ia eficiencia de Ia androgenesis al tratar los 

granos de polen a 4° c por 48 h v cultivarlos en media lfQuido; asf 

como al cultivar el polen en un media suplementado con extracto 

acuoso de anteras Que previamente mostraron androgenesis <Nitsch 

v Norreel, 1973; citados en Bajaj, 1983>. 

Parece ser Que Ia pared de Ia antera desempena un papel 

crftico durante las etapas tempranas del desarrollo, va Que en Ia 

mavoria de las especies en las cuales se ha ensayado el cultivo de 

POlen (exceptuando petunia y papa), SOlO aQueiiOS granos derivados 

de anteras precultivadas par 4-6 dfas pudieron desarrollarse en 

embriones <Chu, 1982>, es decir, el exito de esta tecnica ha sido 

limitado sin el paso intermedio del cultivo de anteras <Fig. 1>. 
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Fig. 1. Formaci6n de plantas haploides a traves del cultivo de 

anteras v polen aislado <Tornado de Bajaj, 1983>. 
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CU L TIVO DE OVARIOS Y OVU LOS 

La formaci6n 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 ovaries no fertilizados en arroz, mafz, 

remolacha, girasol, alamo, cebada, tabaco, trigo, gerbera, petunia v 
vid <Chu, 1982; Keller et al, 1987; Bajaj, 1990>. 

Estudios histol6gicos han demostrado que los haploides se 

originan de los elementos del saco embrionario, especfficamente de 

Ia celula huevo v las sinergidas, normalmente por partenogenesis 

<Keller eta/, 1987>. 

Las plantas haploides inducidas por ginogenesis pueden 

obtenerse directamente sabre un media con bajos niveles de 

auxinas o ser regeneradas del calla, despues de transferirlo a un 

media de diferenciaci6n. 

La principal desventaja del cultivo de ovaries es que esta 

limitada a un saco embrionario por siembra. Aun si todas las celulas 

haploides pudieran formar calla o embriones, el rendimiento total 

serfa bajo en comparaci6n al numero potencial que puede 

obtenerse del cultivo de anteras o microsporas. La respuesta in vitro 
de los cultivos de ovaries u 6vulos es menor del 15%, porcentaje que 

no es significativamente diferente de Ia respuesta que puede 

lograrse en el cultivo de anteras <Keller et al, 1987>. 
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ELIMINACION DE CROMOSOMAS 

En cebada Ia eliminaci6n de cromosomas ha probado ser un 

metodo eficiente para Ia producci6n en gran escala de plantas 

haploides <Kasha v Kao, 1970; citados en Bajaj, 1983>. 

La tecnica involucra Ia cruza de cebada <2n = 14> con cebada 

bulbosa <2n = 14>. La semilla que se obtiene se desarrolla 

normalmente por 10 dfas v despues empieza a abortar. Si los 

embriones inmaduros son disectados 2 semanas despues de Ia 

polinizaci6n v son cultivados en el medic 85, continuan creciendo v 

Ia gran mayorfa de las plantas resultan ser monoploides <n = 7>. 

Esta tecnica tambien se ha empleado para obtener trigo 

monoploide mediante Ia cruza de trigo <2n = 6x = 42> con cebada 

bulbosa <2n=2X=14>; algunos cromosomas de cebada bulbosa son 

eliminados en el proceso v el trigo monoploide <n=3X=21> es 

obtenido <Barclay, 1975; citado en Bajaj, 1983). 

La eliminaci6n de cromosomas tiene ciertas ventajas sabre el 

cultivo de anteras para Ia producci6n de haploides en cebada, va que 

pueden obtenerse en cualquier cultivar, mientras el cultivo de 

anteras depende del genotipo. usando Ia cruza con cebada bulbosa, 

seguida del rescate de embriones, Ia formaci6n de haploides es 

considerablemente alta v casi no se obtienen plant~s con diferente 

ploidfa <Bajaj, 1983>. 
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!. lmportancla y Apllcaciones de los Haploldes 

Las tecnlcas de producci6n de haploides pueden involucrarse 

en buen numero de aplicaciones, entre las que destacan el 

mejoramiento genetlco, el aislamiento de mutantes, estudios sabre 

embriogenesls, genetlca cuantitativa e hibridaci6n de especies 

distantes. 

Los metodos convencionales de mejoramiento son laboriosos v 
consumen mucho tiempo, siendo a veces ineficientes. La producci6n 

de haploides tiene un potencial considerable en Ia obtenci6n de 

nuevas variedades de plantas, siendo Ia principal ventaja de Ia 

producci6n in vitro, sabre los metodos convencionales de 

mejoramiento, el ahorro de tiempo. Mediante el cultivo de anteras v 
polen, las plantas homocigotas v posteriormente las lfneas isogenicas 

pueden producirse en un ano en especies aut6gamas, a comparaci6n 

del metoda de autofecundaci6n que implica de 4 a 6 anos <Bajaj, 

1983>. En especies al6gamas, los haploides doblados tambien pueden 

utilizarse con exito en Ia producci6n de hfbridos. 

Basandose en el metoda de cultivo de anteras, se han logrado 

producir numerosas lfneas e hfbridos. En trigo se han obtenido cerca 

de 82 lfneas mientras que en arroz han sido 81, tan s61o en China. Las 

plantas homocigotas, obtenidas a traves del cultivo de anteras, han 

permitido seleccionar lfneas endogamicas de N. tabacum con altos 

contenidos de alcaloides asf como una variedad F211 resistente a Ia 

marchitez bacteriana <Bajaj, 1990>. En br6coli, los hfbridos producidos 

a traves de cruzas de haploides doblados fueron superiores en 

muchas caracterfsticas, a los hfbridos comerciales disponibles, que 
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fueron desarrollados a traves de metodos convencionales <Keller et 

a/, 1987>. 

El uso de haploldes doblados ha permltldo llberar nuevas 

varledades de arroz, ouan18 <Devao v Xlgan, 1990> v Huayu 15 <Shouvi 

v Shouvln, 1991>; esp~rrago, Andreas <Don~, 1990>; marz, Huavu 1 

<Genovesi, 1990> v trlgo, Florin <Picard et a/, 1990> v An. Cui. 28 

<You liang eta/, 1991>. 

AunQue se ha logrado un progreso considerable, Ia principal 

dificultad es aun Ia baja frecuencia de haploides producidos in vitro. 

Aun existen pocas especies en las Que Ia producci6n de haploides 

ocurra a frecuencias Que permitan el uso constante de Ia tecnica en 

los estudios sabre obtenci6n de nuevas variedades, entre estas estan 

arroz, cebada, trigo, mafz, papa, tabaco v coliflor <Keller et al,1987>. 

En el area de mutagenesis inducida <por radiaci6n o a traves de 

compuestos Qufmicos> los cultivos celulares haploides son de enorme 

utilidad. Debido a Ia condici6n haploide del cultivo, las mutaciones 

inducidas son expresadas inmediatamente, a diferencia de un tejido 

diploide en el cual una mutaci6n puede Quedar enmascarada en un 

gen recesivo. una ventaja adicional es Que los mutantes pueden ser 

facilmente diploidizados para formar diploides homocigotos. 

Tecnicamente es posible recuperar los mutantes obtenidos en 

celulas, protoplastos v calla haploides. De esta forma se han 

producido lfneas celulares, tejidos v plantas completas resistentes a 

bajas temperaturas, a Ia estreptomicina, 5-bromodeoxiuridina, 

sulfoximina metionina v al nematodo enQuistado de Ia papa <Bajaj, 

1983). 
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En algunos casas Ia variabilidad existente en Ia poblaci6n de 

celulas es suficiente para realizar cierta selecci6n. A partir de calla 

haploide de petunia v tabaco se han · aislado lfneas celulares 

resistentes a Ia estreptomicina v a Ia 5-bromodeoxiuridina, sin utilizar 

ningun tratamiento mutagenico. La resistencia de las celulas al 

antibi6tlco se logr6 incluyendo suficiente cantidad de este en el 

media de cultlvo, como para permitir un crecimiento llmitado. El 

analisis de las plantas regeneradas a partir de las lfneas resistentes, 

demostr6 que Ia resistencia era heredada en forma Mendeliana 

<Sunderland v ounwell, 1977>. 

Los cultivos celulares haploides tienen Ia ventaja sabre las 

plantas enteras de poder ser sembrados v analizados en gran 

numero sin consumir muchos recursos. No obstante, el exito de esta 

tecnica depende de lograr una frecuencia de embriogenesis o 

formaci6n de calla lo suficientemente alta; en Ia practica Ia tecnica 

esta confinada s61o a aquellas especies en las que las celulas 

haploides cultivadas puedan retener su haploidfa v permitan 

regenerar facilmente plantas. 

Otras aplicaciones menos exploradas de los haploides, pero con 

no menos potencial que las va citadas, son las siguientes: <1> 

producci6n de translocaciones geneticas, adici6n v sustituci6n de 

lfneas a traves del cultivo de anteras de hfbridos interespecfficos e 

intergenericos; en Ia actualidad estas tecnicas estan en estudio v son 

empleadas en los hfbridos de trigo x triticale <Chu, 1982; Keller et al, 

1987), <2> el uso de haploides doblados, que permite detectar 

interacciones v ligamientos de genes, v estimar varianzas geneticas, 

v el numero de genes que afectan caracteres cuantitativos <Dunwell, 
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1985>, <3> los cultivos de microsporas aisladas, Que se utilizan para Ia 

microinyecci6n intranuclear de plasmidos; asimismo, pueden ser 

efectivas en el cocultivo v electroporaci6n de genes, facilitando en 

gran medida Ia transferencia de genes en cereales <Keller et al, 1987>. 

Par ultimo, el cultivo de microsporas provee un excelente 

material para el estudio del desarrollo de Ia celula vegetal. Debido a 

Que cada embri6n se forma a partir de una sola celula, esta tecnica 

permite realizar facilmente estudios bioQufmicos v moleculares de Ia 

embriogenesis <Dunwell, 1985>. 

19 



4. Cultlvo de anteras 

En 1964 Guha y Maheshwari descubrieron que el polen de una 

angiosperma, el toloache, podfa modiflcarse en su crecimiento 

normal, hasta Ia formacl6n de embrlones, par el simple hecho de 

cultivarlo lntacto dentro de Ia antera. Desde entonces, mediante el 

cultivo dentro de Ia antera <v en algunos casas, despues de aislarlo 

de esta>, el polen de muchas otras angiospermas se ha modlficado de 

su desarrollo normal hacia Ia formaci6n de plantas, ya sea 

directamente vra embriogenesis <androgenesis> o indirectamente vfa 

calla. 

La tecnica del cultivo de anteras in vitro es relativamente 

simple, rapida y eficiente <vease Fig. 1 v secci6n de Metodologfa>. Par 

ella, en el lapso de 3 decadas Ia manipulaci6n experimental de 

anteras se ha realizado en cerca de 200 especies e hfbridos y al 

menos en 111 de elias se han obtenido plantas completas a partir de 

polen <Chu, 1982; Bajaj, 1983). La mayorfa de las especies estudiadas 

pertenecen a las familias Solanaceae, Gramineae y cruciferae v 
algunas otras son especies econ6micamente importantes, como Ia 

cana de azucar, caucho, cftricos, vid v alamo. 

A pesar del gran numero de especies estudladas, Ia 

investigaci6n activa y sostenida en el desarrollo del cultivo de 

anteras ha sido limitada s61o a ciertas especies: tabaco, daturas, 

cebada, trigo, triticale, arroz, mafz , papa v colza. A nivel de familia, 

en solanaceas y crucfferas, de manera general los embriones se 
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producen directamente, mientras que en gramfneas Ia regeneraci6n 

con frecuencia sigue al subcultivo de un calla counwell, 1985>. 

4.1. Cultivo de anteras en Ia familia Solanaceae 

oentro de las solanaceas, se ha trabajado con anteras en cerca 

de 60 especies <Cuadra 2>, encontrandose respuestas diferentes 

entre generos, entre especies del mismo genera v aun entre 

diferentes cultivares de una misma especie <Sunderland y ounwell , 

1977). 

Los miembros de los generos Datura, Nicotiana y Hyoscyamus 

responden con relativa facilidad al cultivo in vitro , por Ia que han 

permitido el estudio detallado a nivel citol6gico, ultraestructural y 

bioqufmico de los eventos tempranos de Ia embriogenesis <Keller et 
al, 1987L 
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cuadro 2. Especies de Ia familia Solanaceae en las que se ha 

obtenido calla (C>, embriones (E> o plantas (P> a partir 

del cultlvo de anteras y/o polen. 

Especie Tlpo de Referencia 

Respuesta 

Atropa bel/adona C, E, P zenkteler, 1971 

Capsicum annuum C,E, P Kuo et al, 1973; vagera, 1990 

c. annuum x c. chinense c Morrison et al, 1986 

c. frutescens c Novak,1974 

Datura innoxia C, E, P Guha v Maheshwari, 1964 

D. mete/ E Narayanaswamy v Chandy, 
1971 

D. meteloides C,E, P Kohlenback v Geier, 1972 

D. muricata E Nitsch, 1972 

D. stramonium E Guha v Maheshwari, 1967 

D. wrightii E Kohlenback v Geier, 1972 

Hyoscyamus a/bus E, p Raghavan,1975 

Hyoscyamus muticus E,P wern icke et a/, 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 C, E Cappadocia v Ramulu, 1980 

L. pimpinellifolium E Debergh v Nitsch, 1973 

Nicotiana affinis E, p Nitsch v Nitsch, 1969 

N. alata E Nitsch, 1969 

continua 
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continuaci6n cuadro 2. 

Especie Tipo de Referencia 

Respuesta 

N. attenuata E Collins v sunderland, 1974 

N. clevelandii E vvskot v Novak, 197 4 

N. glauca x N. langsdorfii c Smith, 1974 

N. glutinosa E Nitsch, 1969 

N. knightiana E Collins v sunderland, 1974 

N. langsdorfii E Durr v Fleck, 1980 

N. otophora E Collins eta/, 1972 

N. paniculata c Nakamura eta/, 1974 

N. p/u.mbaginifolia E, p Tran Tan van v Trinh, 1980 

N. raimondii E Collins v sunderland, 1974 

N. rustica E Nitsch v Nitsch, 1969 

N. sanderae E vvskot v Novak, 1974 

N. suaveolens c smith, 1974 

N. suaveolens x 

N. Jangsdorfii c Guo, 1972 

N. sylvestris C,E, P Bourgin v Nitsch, 1967 

N. tabacum C, E, P Nitsch v Nitsch, 1969 

Petunia axillaris C, p Engvild, 1973 

P. hybrida C, p Binding, 1972 

P. hybrida x P. axil/aris C,P Raquin v Pillet, 1972 

P. violacea C, p Gupta, 1983 

Physalis ixocarpa E, p Bapat v Wenzel, 1982 

Physalis minima E, p George v Rao, 1979 

C= Calla E= Embriones P= Plantas continua 
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cantlnuaci6n Cuadra 2. 

Especie Tipa de Referencia 

Respuesta 

scopolia carniolica E Wernicke y Kahlenback, 1975 

s. lurida E Wernicke y Kahlenback, 1975 

s. physaloides E Wernicke y Kahlenback, 1975 

Solanum carolinense c Reynolds, 1984 

s. chacoense C, E, P cappadacia et al, 1984 

s. dulcamara E zenkteler, 1973 

S.lndlcum c David y Chinchanikar, 1980 

s. mamosum c Anand y Gavindappa, 1979 

s. me/ongena C, p Raina e lyer, 1973 

s. nigrum C, p Harn, 1972 

s. phureja c 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 sunderland, 1973 

s. tuberosum x 

s. chacoense C, p cappadacia et al, 1984 

s. verrucosum C, p Weatherhead y Henshaw, 1979 

Withania somnifera C, P Vishnai et al, 1979 

C= Calla E = Embrianes P= Plantas 
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4.2. Factores que afectan Ia frecuencia de androgenesis 

La androgenesis puede definirse como Ia inducci6n, iniciaci6n v 

desarrollo de embriones a partir de cetutas haptoides. Aunque se ha 

togrado un progreso considerable en Ia inducci6n in vitro de 

embriones v plantas haptoides, Ia principal dificuttad en et cuttivo de 

anteras v paten sigue siendo Ia baja frecuencia de plantas producidas 

en Ia mavorfa de las especles estudladas. 

Los escasos incrementos en Ia producci6n de embrlones v 

plantas se han obtenido mediante atteraciones 16gicas de Ia tecnica 

in vitro v no del estudio analftico de los mecanismos que controtan Ia 

androgenesis in vivo o de atgun otro metoda que provea 

informacion general apticable a varias especles. 

Para prop6sitos practices v dada Ia timitaci6n tecnica que 

impone el uso de otros metodos, et estudio de los numerosos 

factores que inftuyen sabre Ia respuesta de las anteras en cultivo es 

Ia opci6n que ha permitido aumentar Ia frecuencia de producci6n de 

haploides. Sin embargo, los avances logrados han sido mfnimos v a Ia 

fecha existen escasas recomendaciones definitivas aplicables de una 

investigaci6n a otra. Lo anterior se debe a Ia gran cantidad de 

factores <tanto end6genos como ex6genos> involucrados en Ia 

respuesta androgenetica, las interacciones que pueden presentarse 

entre ellos v Ia diversidad de condiciones de cultivo. 
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4.2.1. Oenotipo de Ia planta donadora 

La habilidad del polen para formar embriones v plantas 

haploides depende de las diferencias genotfpicas entre las plantas 

donadoras; Ia frecuencia de inducci6n de haploides varfa con el 

genera, especle v cultivares. El Cuadra 2 muestra claramente 

diferencias de Ia respuesta in vitro entre especies del mismo genero 

<vease Datura, Hyoscyamus, Nicotiana v SolanumJ. 

Gresshoff v oov <1972> trabajando con 43 cultivares de jitomate, 

lograron inducir tejido haploide en s61o 3 de estos. Tendencias 

similares se han observado en berra oreja de raton, colza, arroz, 

trigo v muchas otras especies <Keller eta/, 1987; Bajaj, 1983>. 

se ha observado que Ia habilidad para mostrar proliferaci6n de 

calla o embriogenesis es hereditaria v que es posible controlarla por 

genes nucleares <Keller et a/, 1987>. Algunas lfneas derivadas de 

microsporas muestran mayor frecuencia de androgenesis que el 

control v esta puede aumentarse aun mas en los hfbridos donde un 

progenitor sea una lfnea que tenga altos rendimientos de plantas 

haploides <Chu, 1982>. Es probable que cada genotipo requiera 

condiciones de cultivo especiales para inducir tasas altas de 

embriogenesis. 
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4.2.2. Estado fisiologico de Ia planta donadora 

Las condiciones fisiol6gicas de Ia planta donadora son 

importantes para propiciar una respuesta positiva de las anteras en 

cultivo. Tanto Ia luz <intensidad y duraci6n> como Ia temperatura en 

las que crecen las plantas madre afectan el rendimiento de 

embriones en las anteras que se toman de estas. se ha reportado en 

ciertas especies variaciones estacionales en Ia respuesta de las 

anteras, principalmente papa, cebada y trigo. 

Respecto al fotoperfodo, en tabaco cv. White Burley Ia 

frecuencia de embriogenesis en cultivo de anteras fue mayor 

cuando las plantas donadoras fueron cultivadas bajo dfas cortes e 

intensidad luminosa alta <14 Klx>. AI disminuir Ia longitud del dfa, de 

16 a 8 h, el rendimiento total de plantulas aument6 s veces, 

aumentando tambien el numero de plantulas por antera <Sunderland 

y ounwell, 1977>. En forma similar respondi6 el cv. Badischer Burley, 

en el que Ia producci6n de haploides a partir del cultivo de polen fue 

mayor con plantas de dfa corto; en este caso Ia producci6n de 

haploides a partir de anteras cultivadas no fue influenciada por el 

fotoperfodo <Heberle-Bors y Reinert, 1979>. La intensidad luminosa 

alta tambien es importante, en flor de nabo Ia respuesta de las 

anteras fue mayor al aumentar Ia intensidad luminosa recibida por 

las plantas donadoras <Keller eta/, 1987>. 

La temperatura a Ia que crecen las plantas donadoras es crftica 

en Ia respuesta embriogenica de algunas especies. En colza se 

obtienen altas frecuencias de embriogenesis en microsporas 

derivadas de plantas creciendo en un ciclo de 10° c en el dfa/5° c en 

Ia noche, en comparaci6n con otras temperaturas <Keller eta/, 1987>. 
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Las plantas de toloache que crecen a 24 o c dan una mayor frecuencia 

de androgenesis <45%> que aquellas expuestas a 17° c <B %> <Bajaj, 

1983>, mientras que en Nicotiana kniahtiana el numero de anteras 

que responde se duplica al incrementarse Ia temperatura de 

crecimiento de Ia planta de 14 a 20° c <Sunderland y ounwell, 1977>. 

Los estudios sabre un ambiente en particular que favorezca el 

desarrollo de las anteras en cultivo son escasos, s61o se han 

estudlado algunos factores aisladamente sin considerar Ia 

lnteracci6n entre las variables luz, temperatura y genotipo del 

material usado. 

Otro factor que afecta fuertemente Ia respuesta de las anteras 

es Ia edad de Ia planta donadora. Existe evidencia en diversas 

especies de que los botones, f lares o espigas de plantas 

relativamente j6venes <al inicio del perfodo de floraci6n> son mas 

adecuados que aquellos tornados de plantas al final del perfodo de 

crecimiento <Bajaj, 1983; Dodds v Roberts, 1985>. En tabaco, Bajaj eta/ 

<1977> recomiendan colectar anteras del primer conjunto de flares 

de plantas creciendo en el verano. Por otra parte se observ6 que el 

vigor de las flares se retiene por mayor tiempo si las plantas 

donadoras son fertilizadas con Ia soluci6n de Hoagland cada 2 meses. 

En general puede decirse que es importante que las plantas 

utilizadas para el cultivo de anteras crezcan bajo condiciones 

6ptimas, se fertilicen con regularidad y que las anteras se colecten 

de plantas relativamente j6venes. 
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4.2.3. Etapa de desarrollo de las microsporas 

una de las variables determinantes para el exito de Ia inducci6n 

de androgenesis in vitro es Ia etapa de desarrollo de las microsporas. 

En vista de Ia importancia crftica que representa su consideraci6n, es 

necesario mencionar Ia estructura de Ia antera v el desarrollo del 

polen. 

un estambre tfpico de angiospermas comprende un filamento, 

tejido conectivo v una antera; el interior de esta ultima muestra dos 

16culos v cada uno de estos posee dos microsporangios o sacos 

polfnicos. 

Los sacos polfnicos en las primeras etapas de desarrollo tienen 

un cord6n central vertical <de una o varias celulas de grosor> de 

celulas madre de las microsporas, rodeado par una capa de tejido 

nutritive especializado conocido como el tapete; que a su vez esta 

rodeado par los tejidos que forman las paredes de Ia camara 

polfnica. 

Los granos de polen son producto de un complejo proceso de 

desarrollo llamado microesporogenesis, el cual inicia con Ia 

formaci6n de las celulas madre del polen en los primordios de Ia 

antera v culmina en Ia antesis, con Ia liberaci6n de los granos de 

polen de las anteras maduras. 

Cada celula madre de las microsporas <diploide> sufre 2 

divisiones mei6ticas <Ia segunda sin reducci6n cromos6mica> para 

formar una tetrada, generalmente esferica, de microsporas 

<haploides>, las cuales se separan entre si. Cada microspora sufre 2 
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divisiones mit6ticas sin divisi6n citoplasmica <cariocinesis>, Ia primera 

mitosis resulta en Ia formaci6n de una pequena celula generativa 

que da origen a los gametes masculines v una gran celula vegetativa 

que forma el tuba polfnico. La celula generativa sufre una segunda 

mitosis, Ia cual en gramfneas v crucfferas es inmediata, mientras que 

en otras familias como las solanaceas v ranunculaceas se demora v 
ocurre despues de Ia germinaci6n del polen sabre el estigma 

<Cronquist, 1984; stanfield, 1987>. 

uno de los factores clave que llev6 al desarrollo del cultivo de 

anteras fue reconocer que los granos de polen pueden cambiar su 

crecimiento normal, s61o si son cultivados dentro de una etapa 

determinada, Ia cual en Ia mayorfa de las especies estudiadas es Ia de 

microspora uninucleada <Sunderland v ounwell, 1977; Chu, 1981; 

Bajaj, 1983>. 

En especies con una elevada respuesta en cultivo tales como 

toloache v tabaco, se han obtenido buenos resultados en Ia etapa de 

microspora uninucleada pero se ha registrado un pica de respuesta 

con microsporas justa antes, durante, o justa despues de Ia primera 

mitosis <Sunderland v ounwell, 1977>. 

Mediante estudios cttol6gicos durante el cultivo in vitro se ha 

logrado detectar diferentes rutas de embriogenesis <Raghavan, 

1979>. En tabaco v Datura mete/, cuando las anteras se cultivan en Ia 

etapa de microspora uninucleada los embrioides se inician de Ia 

celula vegetativa, Ia cual se divide repetidamente por una serie de 

divisiones internas sin alargamiento, hasta que una masa compacta 

de celulas se produce dentro de Ia pared del polen. Eventualmente 

esta se rompe v deja libre Ia masa celular, Ia cual de manera gradual 
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asume Ia forma de un embri6n globular tfpico. En este caso, s61o Ia 

celula vegetativa esta involucrada en Ia embriogenesis, mientras que 

Ia pequena celula generativa se desintegra sin dividirse. 

En tabaco Silvestre, tabaco, toloache, belladona v arroz los 

granos de polen en Iugar de dividirse en celulas vegetativa v 
generativa, producen 2 celulas identicas o nucleos con propiedades 

de tinci6n similares. Ambas sufren pianos variables de divisi6n v 
forman una masa embriogenica tfpica. 

una tercera ruta de embriogenesis menos frecuente, descrita 

en toloache, involucra Ia divisi6n en dos del nucleo de Ia microspora, 

seguida por endoreduplicaci6n del nucleo generative v fusi6n entre 

los complementos cromos6micos de los 2 nucleos. Solamente 

despues de que tales eventos celulares se completan, se produce Ia 

formaci6n de embrioides v plantulas, en este caso, diploides 

homocigotos. 

En beleno se ha encontrado que Ia celula generativa puede 

formar embrioides. Esta habilidad probablemente proviene del 

papel de sfntesis de DNA de Ia celula generativa; lo cual propicia que 

entre en un estado mit6tico con gran facilidad. 

La formaci6n de embriones varfa entre especles. En tabaco se 

requieren de 3 a s semanas antes de que los embriones sean visibles 

saliendo de las anteras, mientras que en belladona v arroz, puede 

tamar hasta 8 semanas. Las plantas haploides se forman de 2 

diferentes maneras, por androgenesis directa Uos embriones se 

originan directamente de las microsporas, sin formar calla> o por 

androgenesis indirecta; en esta ultima, las microsporas en Iugar de 
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sufrir embriogenesis, se dividen para formar un callo, el cual brota a 

traves de Ia pared de Ia ant~a. El callo se diferencfa para formar 

embriones o rafces v brotes, en el mismo medio o despues de 

transferirlo a otro; en general, esta ultima vfa no es recomendable va 

que las plantas derivadas del callo exhiben variaciones geneticas 

<Bajaj, 1990>. 

4.2.4. Pretratamlento d,e las anteras 

En 1973, Nitsch v Norreel descubrieron que el tratamiento en 

frfo en botones florales de toloactle antes del cultivo, aumentaba 

significativamente Ia producck5n de plantas haploides; lo cuat mas 

adelante fue confirmado en otras especies. A partir de entonces, con 

el objeto de lncrementar los rendimientos de embriones v plantu6as, 

se han aplicado diferentes tratamientos a las anteras, previo5 a Ia 
; 

siembra. El tratamiento a baja$ temperaturas es el mas ampliamente 

usado. Puede ser aplicado a las inflorescencias, botones o aun a 

anteras aisladas antes de colocarlas en el medio. El perfodo 6ptimo 

de frfo necesita ser determinado para cada especie v cultivar; en 

general, los perfodos de 3 a 4 dfas han probado ser eficientes para 

ciertas especies ccuadro 3>. 
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Cuadra 3. Tratamientos en frfo en botones florales de diferentes 

especies. 

Especle Temperatura ouraci6n Referencia 
(OC) <Dfas> 

Datura innoxia 3 2 Nitsch v Norreel, 1973 

Datura mete/ 0-1 2 Gupta v Babbar, 1980 

Hordeum vulgare 4 28 Shannon et al, 1985 

Hyoscyamus niger 7-9 2-4 Sunderland, 1981 · 

Nlcotiana rustica 9 15 Chowdhury, 1984 

Nicotiana tabacum 3-4 2 Bajaj et a/, 1977 

Oryza sativa 8 8 zapata et al, 1983 

Triticum aestivum 3-5 3 Pan et a/, 1983 

zea mays 5 7 Shimada, 1981 

z. mays 9 6-9 Tsav et a/,1986 

El tratamiento en frfo no induce Ia androgenesis perc tiene un 

efecto indirecto al aumentar Ia tasa de respuesta del polen. El 

incremento se atribuye principalmente a que las bajas temperaturas 

<3·5° C> retienen Ia viabilidad del polen mas tiempo, demoran Ia 

senescencia de los tejidos de Ia antera v previenen Ia muerte del 

polen, incrementando asf el numero de polen viable disponible para 

formar embriones <Bajaj, 1983>. Por otro lado, en algunas especies el 

frfo rompe Ia mitosis asimetrica del polen, dando Iugar a 2 nucl.eos 

identicos en celulas de igual tamano mismas que pueden ser Ia 

fuente de los embriones <Chu, 1982>. En tabaco Silvestre <Depaepe et 

a/, 1977> v toloache <Dodds v Roberts, 1988> se ha detectado que Ia 

centrifugaci6n de los botones florales en frfo <a 2000 rpm v so c, par 

30 minutes> aumenta Ia tasa de respuesta. El efecto anterior se 

atribuye a que Ia aplicaci6n de gravedad incrementa Ia disfunci6n 
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del aparato mit6tico, favoreciendo de alguna forma que se 

modifique el desarrollo normal de las microsporas. 

La embriogenesis tambien puede estimularse par 

temperaturas altas. En col de bruselas es necesario exponer las 

anteras a temperaturas de 32 a 35° c durante 24 h o a 40° c par 1 h, 

. antes de sembrarlas. En chile un tratamiento inicial de las anteras a 

35° c es efectivo para inducir Ia formaci6n de plantas en algunos 

cultlvares <Vaulx et a/, 1981; citados en vagera, 1990L El choque de 

temperatura parece causar Ia disoluci6n de los microtubulos v 
dislocaci6n del huso acromatico, lo cual ocasionarfa una division 

anormal del nucleo de las microsporas <Bajaj, 1983>. Asimismo se ha 

sugerido que Ia promoci6n de Ia embriogenesis par este metoda es 

una consecuencia de Ia reducci6n en Ia biosfntesis de etileno en las 

anteras <Biddington v Robinson, 1991L 

Otros pretratamientos incluyendo presi6n atmosferica 

reducida, ambiente anaer6bico, agentes reductores <Harada e 

Imamura, 1983>, asf como choque osm6tico <Ziauddin eta/, 1990> han 

aumentado Ia respuesta de las anteras en cultivo. No obstante, los 

reportes son aislados v aun nose generaliza a otras especies. 
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4.2.5. Medlo de cultivo 

La composici6n del media es uno de los factores mas 

importantes que determinan no s61o el exito del cultivo de anteras 

sino tambien el modo de desarrollo. 

A excepci6n de ciertas especies en las que es posible inducir 

embrlogenesis en un media simple suplementado con sacarosa 

(Tabaco, toloache v beleno> (Bajaj, 1983> o con extracto de papa 

(Tabaco, arroz v trigo> (Chu, 1982>, en Ia mavorfa de las especies 

estudiadas ha sido necesario utilizar medias complejos en cuanto a 

su composici6n. 

Los medias de cultivo mas utilizados han sido el MS, N6, 85 v en 

menor medida el de Gamborg, LS vel de Nitsch v Nitsch. 

SALES MINERALES 

En general, el efecto preciso de las sales minerales sabre Ia 

androgenesis no ha sido investigado, a excepci6n del amonio v el 

fierro. En cereales el media N6 <de baja concentraci6n de amonio> ha 

probado ser el mas eficiente para el cultivo de anteras <Chu, 1981>. En 

cultivo de anteras de tabaco un media a base de agar v sacarosa es 

suficiente para Ia inducci6n de embriones, mientras que solo con Ia 

adici6n 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 Ia embriogenesis, ademas de fierro, 

considerado como una impureza <Dunwell, 1985). Algunos 

investigadores prefieren usar agarosa argumentando que el agar 

altera Ia disponibilidad de algunas hormonas <Margara, 1988). Sin 

embargo, el efecto del agente solidificante aun no ha sido bien 

determinado y requiere mayor investigaci6n. 

En algunas especies <papa, colza, trigo v arroz), el uso de media 

sin agar <media lfquido) ha mostrado elevados rendimientos de calla 

y embriones derivados de las microsporas <Keller eta/, 1987>. Para el 

cultivo de granos de polen es altamente recomendable el uso de 

media lfquido, tanto para evitar las impurezas del agar como los 

efectos daninos del contacto directo entre el polen y los tejidos de Ia 

antera. La pared de Ia antera parece ser necesaria solo en las etapas 

tempranas del cultivo, como lo demuestra el heche de que solo 

aquellos granos de polen derivados de anteras precultivadas pueden 

desarrollarse en embriones. En etapas posteriores Ia pared de Ia 

antera puede proveer un ambiente desfavorable para el polen en 

desarrollo, ya sea par restringir el intercambio gaseoso y/o Ia 

disponibilidad de nutrimentos o par producir materiales t6xicos 

<Sunderland, 1979). En un media lfquido tales efectos son 

minimizados ya que los compuestos inhibitorios del desarrollo estan 

dilufdos v se facilita el intercambio v penetraci6n de nutrimentos, 

evitando Ia competencia entre los embriones recien formados. En 

algunos casas ha resultado positive utilizar dos medias de cultivo 

diferentes, uno para Ia inducci6n de androgenesis y otro para Ia 
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regeneraci6n de embriones; en tabaco Ia producci6n de embriones 

mejor6 sustancialmente al transferir las anteras de un media con 

agar, a uno lfQuido, al momenta de Ia apertura de las anteras 

<Sunderland, 1979>. En toloache se obtuvo un incremento en Ia 

respuesta de las anteras, de 17.6% en cultivo continuo, hasta 30.8% 

en cultivo serial; las anteras se cultivaron en media lfquido v se 

transfirieron serialmente 5, 10 v 15 dfas despues a un media fresco 

<Tyagi eta/, 1979>. 

SACAROSA 

La sacarosa es Ia fuente de carbona mas efectiva para el cultivo 

de anteras v no puede sustitufrse por otros azucares, en algunos 

casas se ha usado Ia glucosa o Ia maltosa, con resultados pobres <Chu, 

1982>. En cultivo de anteras de trigo, Ia maltosa v Ia glucosa 0.26 M 

fueron superiores a Ia sacarosa para Ia inducci6n de embriones 

<Navarro et at, 1994>; asimismo, Ia maltosa a 150 nmol/1 promovi6 mas 

Que Ia sacarosa, Ia inducci6n de calla de las microsporas en arroz <Sun 

et at, 1993>. En ambos casas, Ia sacarosa fue mas efectiva para Ia 

regeneraci6n de plantas. 

La concentraci6n de Ia sacarosa es uno de los aspectos 

frecuentemente investigado en el media de cultivo, encontrandose 

efectos diversos en diferentes especies. En general las solanaceas 

reQuieren bajas concentraciones de sacarosa, de 2 a 3%, para Ia 

inducci6n de androgenesis, mientras Que las gramfneas v crucfferas 

reQuieren niveles altos, de 6 a 12% <Cuadra 4>. 
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Cuadra 4. Concentraciones de sacarosa empleadas en el cultivo de 

anteras de diversas especies. 

Especie 

Datura innoxia 

Brassica oleracea 

Hordeum vulgare 

Nicotiana tabacum 

Solanum melongena 

Triticum aestivum 

zea mays 

concentraci6n <%> Referencia 

2 Guha v Maheshwari, 1964 

10 Biddington v Robinson, 
1991 

6 Cossette v Pauze, 1983 

2 Nitsch v Nitsch, 1969 

3 

10 

12 

Raina e lyer, 1973 

Pan v Kao, 1981 

Ku et a/, 1981 

Ademas del papel nutricional de Ia sacarosa en el media de 

cultivo, esta relacionada con Ia regulaci6n osm6tica durante Ia 

inducci6n de Ia embriogenesis, 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 va no surten 

efecto v pueden ser daninos para el crecimiento posterior a Ia 

inducci6n; par lo tanto, las anteras deben transferirse a un media 

bajo en azucar, tan pronto como Ia inducci6n de embriones ha 

ocurrido <Keller eta/, 1975; citados en sunderland, 1977>. 

HORMONAS 

El requerimiento de hormonas en el media de cultivo varfa 

entre especies v cultivares de Ia misma especie. Las auxinas son las de 

mayor importancia v en algunos casas resultan esenciales. Las 

citocininas <en especial Ia Kinetina> son beneficas en muchas especies 
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de solanaceas. Algunas otras hormonas, como el acido abscfsico v el 

giberelico han sido escasamente empleadas v su efecto es poco 

clara. 

De acuerdo con el requerimiento de hormonas, sunderland v 

ounwell <1977> dividen a las especies estudiadas en cultivo de anteras 

en 2 categorfas: <1> independientes de hormonas v <2> dependientes 

de hormonas. En el primer grupo se encuentran muchas solanaceas 

<toloache, tabaco, tabaco Silvestre, peonfa v belenol, las que 

presentan androgenesis en un media basal simple con vitaminas v 

concentraciones bajas de sacarosa (2-S%>, v Ia adici6n de hormonas 

puede inhlbir Ia respuesta in vitro u originar Ia formaci6n de callo. 

Las especies dependientes de hormonas son algunas gramfneas v 

crucfferas ccebada, arroz, trigo, triticale, flor de nabo v esparrago>. AI 

igual que en el otro grupo, Ia sacarosa debe estar presente para 

asegurar Ia inducci6n de embriogenesis, Ia mayor efectividad se 

obtiene con concentraciones altas (5-1 5%>, lo cual permite el uso de 

niveles de auxinas relativamente elevados, va que se contrarresta el 

efecto de las hormonas sabre el crecimiento del calla. 

Para promover Ia embriogenesis directa, un media simple con 

bajas concentraciones de auxinas es recomendable. De estas, las mas 

empleadas son el 2,4-D cacido 2,4-Diclorofenoxiacetico>, el AlA cacido 

indolacetico> v el ANA cacido naftalenaceticoL con Ia primera, las 

concentraciones arriba de 0.1 mg/L inhibieron Ia embriogenesis 

directa en arroz v promovieron Ia formaci6n de calla. En cebada un 

media con 2,4-D rindi6 tres veces mas estructuras derivadas de las 

microsporas que con AlA <considerado como una auxina menos 

activa>; sin embargo, Ia frecuencia de regeneraci6n fue baja en el 
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media con 2,4-D v mas alta con AlA <Lin et al, 1984; citados en 

ounwell, 1985>. 

En general los medias ricos en hormonas promueven el 

crecimiento del tejido diploide de Ia antera hacia Ia formaci6n de 

calla, aunQue tambien es factible inducirlo de las microsporas, 

especialmente en cereales <Chu, 1982>. La regeneraci6n de plantas del 

calla se logra principalmente par un cambia en Ia composici6n de 

hormonas o par Ia omisi6n de estas. El nivel de sacarosa 

invariablemente debe reducirse a 2-3% en el media de regeneracion 

<Sunderland v ounwell, 1977>. 

CARBON ACTIVADO 

Para mejorar Ia eficiencia ~e Ia regeneraci6n, el carbon 

activado se ha usado en cultivo de anteras de tabaco, papa, colza, 

triticale, mafz v arroz, en concentraciones de 0.5-5%. En tabaco cv. 

Badischer Burley, el porcentaje de anteras embriogenicas se 

incremento de 41 a 91% al adicionar carbon al 2% al media basal, 

asimismo el numero de plantas par antera se incremento v Ia 

regeneraci6n de las mismas se aceler6 <Bajaj eta/, 1977>. se estima 

que el efecto del carb6n se debe a Que puede remover inhibidores 

del crecimiento presentes en peQuenas cantidades en el media de 

cUitivo, o productos t6xicos Que emanan de las celulas senescentes 

de Ia pared de Ia antera <Sunderland v ounwell, 1977>. se ha 

demostrado que el carbon es capaz de absorber el acido p

hidroxibenzoico, un inhibidor de Ia embriogenesis en zanahoria, v el 

5-hidroximetilfurfural, sustancia inhibitoria del crecimiento en 

tabaco, producida par Ia degradacion de Ia sacarosa durante Ia 
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esterilizaci6n del media de cultivo <Margara, 1988>. En otras especies, 

no produce ningun efecto o puede ser inhibitorio del crecimiento, 

debido a Ia adsorci6n de reguladores del crecimiento contenidos en 

el media; por lo tanto, se recomlenda Ia adici6n de carb6n activado 

al media, s61o cuando se usan niveles altos de reguladores del 

crecimiento <Zaid, 1987>. 

AMINOACIDOS 

La adici6n de aminoacidos al media de cultivo ha mejorado 

notablemente Ia frecuencia de inducci6n de embriones en algunas 

especies, entre elias mafz <Miao et al, 1981>, trigo <Shimada, 1981>, 

tabaco <Harada e Imamura, 1983>, arroz (Chen, 1983> v toloache 

(Nitsch, 1983>. La glutamina parece ser el mas importante v en menor 

extensi6n, L-serina, prolina, acido aspartico v o-alanina. Las 

concentraciones empleadas fluctuan entre los 100 v 800 mg/L v es 

usual utilizar hidrolizado de casefna (500 mgll> como fuente de 

aminoacidos <Chu, 1981>. Los niveles altos de estes, necesarios para Ia 

formaci6n de embriones, sugieren que tales compuestos forman 

parte del tejido nutritive de Ia pared de Ia antera (Sunderland, 1981>. 

En tabaco cv. Burley, un analisis de los aminoacidos presentes en 

extractos acuosos de anteras androgenicas mostr6 que Ia glutamina 

era el unico presente en cantldades significativamente mayores en 

relaci6n con anteras no androgenicas (Horner v Pratt, 1979>. 
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SUPLEMENTOS ORGANICOS 

Otros suplementos organicos benefices para el cultivo de 

anteras incluyen: hidrolizado de lactoalbumina v de acidos nucleicos, 

extracto de levadura v agua de coco, los cuales son utilizados 

escasamente debido a Que su composlcl6n es variable. En el caso de 

tabaco los extractos de anteras embriogenlcas han sldo utlllzados 

con exlto, al lgual Que el extracto de papa en arroz <Bajaj, 1983>. 

Asimismo, algunos agentes reductores, entre ellos el acido asc6rbico 

<100 pg/mn, mercaptoetanol <10-6 M-10-3 M> v ditiotreitol <10-100 pg/mn 

incrementaron en tabaco cv. samsun el porcentaje de anteras con 

plantulas v el numero promedio de plantulas por antera <Harada e 

Imamura, 1983>. 

4.2.6. Amblente de lncubacion 

LUZ 

Las variables relacionadas con el ambiente de cultivo se han 

estudiado mfnimamente. En relaci6n al factor luz se han reportado 

resultados contradictorios, dependiendo de las especies probadas. 

En toloache v triticale los efectos inhibitorios de Ia luz continua 

sobre Ia embriogenesis del polen son marcados <Soporv v 

Maheshwari, 1976; citados en Chu, 1982>. En contraste en algunos 

cultivares de tabaco promueve considerablemente Ia producci6n de 

embriones <Phillips v Collins, 1977; citados en Chu, 1982L 
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TEMPERATURA 

La temperatura del cultivo es un factor crftico en Brassjca spp. 

v Capsicum annum, un perfodo inicial de cultivo de las anteras a 

temperaturas elevadas <35° C> par 1-2 dfas seguido de una 

temperatura mas baja <25° C>, ha demostrado ser altamente 

beneflco. La raz6n para este efecto crftico no se conoce bien, sin 

embargo se estima Que esta llgada con Ia inhibici6n de Ia sfntesis de 

protefnas relaclonadas con Ia sfntesis gametofftica, lo cual permitirfa 

Ia lnducci6n esporofftica de las microsporas <Dunwell, 1985; Keller et 

a/, 1987>. En gramfneas un incremento en Ia temperatura provoca un 

aumento de Ia producci6n de plantas albinas <Wang et al, 1977; 

citados en Chu, 1982>. En toloache v trigo las anteras cultivadas a 30° 

c produjeron mas calla Que aQuellas a 25° c o menos <Soporv et a/, 

1976; citados en Chu, 1982>. 

INTERCAMBIO DE GASES 

El aspecto gaseoso del ambiente de incubaci6n tam bien parece 

ser importante en el cultivo de anteras. Las tensiones reducidas de 

oxfgeno pueden promover Ia embriogenesis en tabaco <Dunwell, 

1985; Harada e Imamura, 1983>; el interior de Ia antera puede estar en 

condiciones anaer6bicas v al mantener esta condici6n es probable 

Clue aumente Ia viabilidad de las microsporas durante las fases 

tempranas del cultivo. Johansson v Eriksson <1984> reportaron Que Ia 

presencia de C02 al 2% estimul6 Ia formaci6n de embriones en 

cultivo de anteras de varias especies. AI parecer el etileno es un 

inhibidor de Ia embriogenesis; en papa, Ia aplicaci6n de etef6n al 

media de cultivo redujo drasticamente Ia formaci6n de embriones 
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<Tiainen, 1991>, al igual Que en col de Bruselas <Biddington v 
Robinson, 1991>, mientras Que Ia inclusion de nitrate de plata v de 

otros inhibidores del etileno, Ia promovieron. 

Otras variables relacionadas con el intercamblo de gases se han 

estudiado por separado en algunas especies v son: el volumen de Ia 

vasua de cultivo, densidad de slembra de las anteras v Ia posicion de 

Ia antera en Ia superflcie del agar <Sunderland y ounwell, 1977>. Las 

anteras de tabaco cv. Badischer Burley, cultlvadas en contacto 

estrecho mostraron mayor frecuencia de androgenesis Que aQuellas 

inoculadas a 1 em de distancia <Bajaj et al, 1977>. En cebada 

densidades de mas de 60 anteras por ml de media <lfQuido> son 

6ptimas <Xu y sunderland, 1983>, mientras Que en colza, el 6ptimo es 

cercano a 6 anteras por ml <Keller et a/, 1987>; se considera Que los 

efectos de densidad estan relacionados con el acondicionamiento 

del media. En relaci6n a Ia orientaci6n de las anteras, en toloache v 
tabaco, las anteras sembradas en Ia superficie del media sin ser 

sumergidas produjeron los mayores rendimientos de embriones 

<Dunwell, 1985>, mientras Que en mafz Ia orientaci6n de las anteras 

sabre uno de sus bordes favoreci6 Ia formaci6n de embrioides <Tsay 

et al, 1986>. El efecto mas marcado de Ia orientaci6n se encontr6 en 

cebada, donde las anteras sembradas con un solo 16culo en contacto 

con el media produjeron calla hasta en un 48% de los cases, en 

comparaci6n de un 3% de respuesta en anteras sembradas planas 

<Shannon et al, 1985>. 
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4.3. Ploldia de las plantas obtenidas 

En poblaciones de plantas regeneradas a partir de anteras 

cultivadas, ademas de haploldes se obtienen no haploides <en Ia 

mavorfa de las especies probadas>, incluyendo diploides, poliploides, 

mixoploldes v aneuploldes, princlpalmente; para una revisi6n vease 

Ziauddln v Kasha, 1990. 

La no haploldra se presenta tanto en especles que muestran 

embriogenesls directa, como en aquellas que producen callo; en 

general, Ia frecuencia de anormalidades es mayor en plantas 

regeneradas de un callo <Sunderland v Dunwell, 1977). Los 

mecanismos de diplo v poliploidizaci6n incluyen fusion nuclear v 

endomitosis durante las etapas tempranas del cultivo, se cree que los 

aneuploides son formados por una mitosis irregular de las celulas 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 

diploidizaci6n espontanea. Tales haploides doblados se han 

detectado en muchas especies, en cebada hasta el 74% de las plantas 

regeneradas fueron haploides doblados espontaneamente <Islam et 

a/, 1992>, v en arroz, cerca del46% <Guiderdoni eta/, 1992>. 

La frecuencia de aparici6n de plantas con niveles de · ploidfa 

superiores o diferentes al estado haploide parece estar afectada por 

algunas variables, entre elias el genotipo v cultivar empleado, asf 

como Ia edad de las anteras. En varias especies de Nicotiana <N. 

knightiana, N. raimondiii v 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, asf como aneuploides 

csunderland v ounwell, 1977>. En toloache v tabaco, los diploides v 

poliploldes se incrementan cuando se cultivan anteras viejas CChu, 

1982>. En toloache, mediante el cultivo de anteras s61o el 41% de las 

plantas obtenldas fueron haploides, mientras que mediante el 

cultivo de polen, se obtuvieron hasta el 98% de haploides. 

otras posibles fuentes de Ia variaci6n genetica encontrada en 

el cultivo in vitro de anteras pueden ser Ia variabllidad genetica pre

existente en Ia planta madre, asf como las condiciones de cultivo 

empleadas cziauddln v Kasha, 1990>. un estudio detallado con triticale 

revelo que muchas variaciones citol6gicas detectadas en plantas 

derivadas de anteras, probablemente va existfan en las microsporas 

in vivo v pudieron haber sido causadas por irregularidades mei6ticas 

CCharmet et a/, 1986>. 

Para prop6sitos de mejoramiento, los haploides deben ser 

diploidizados. El doblamiento de cromosomas puede lograrse por 

tratamlentos con colchicina, dimetil sulf6xido u otros agentes 

antimit6ticos. Para obtener plantas homocigotas, las anteras deben 

sumerglrse tan pronto como las plantulas empiezan a emerger, en 

una soluci6n de colchicina 0.5% por 24-48 h v despues deben lavarse 

completamente v sembrarse aparte CBajaj, 1983). Las plantas maduras 

tambien pueden tratarse con colchicina en forma de pasta de 

lanolina C0.4%> aplicada a las vemas axilares de plantas decapitadas, o 

una soluci6n al 0.1%, aplicada a las inflorescencias completas durante 

1 6 2 dfas csunderland v ounwell, 1977>. 
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II. METODOLOGIA 

11.1. Material Blologlco 

El material utllizado en los experimentos fue el cultivar 

Rendidora, selecci6n masal 4, obtenido mediante 4 ciclos de 

seleccl6n masal visual estratlflcada, en el campo experimental de Ia 

Unlversldad Aut6noma Chapingo <UACh>; las semillas fueron donadas 

por elM. c. Aurellano Pena Lomelf 1 

Las semlllas se pusleron a germlnar en charolas de unlcel con 

Peat moss como sustrato, trasplantandose 15 dfas despues a balsas 

de plastico <de 25 em de alto> con tierra de campo; todo esto bajo 

condiciones de invernadero. 

La fase del cultlvo in vitro se llev6 a cabo en el Laboratorio de 

Cultivo de TeJidos vegetales del Departamento de Fitotecnia de Ia 

UACh, durante el perfodo Julio de 1993 a Diciembre de 1994. 

11.2. Medlos de Cultlvo 

Los medias de cultivo empleados fueron el MS <Murashige v 
Skoog, 1962>, Nitsch v Nitsch <1969>, v el N6 <Chu, 1981>; Ia 

composici6n se muestra en el cuadro 5. 

1 Profesor-lnvestigador del Departamento de Fitotecnia de Ia UACh. Chapingo, 
Mexico. C. P. 56230. 
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cuadro 5. composici6n <Macro v micronutrimentos> de los medias 

utilizados para el cultivo de anteras de tomate <en mg/U. 

Medias 
componente MS N6 NN Soluci6n 

concentrada 
KN03 1900 2830 950 A 

NH4N03 1650 720 A 

<NH4>2S04 463 8 

MgS04.7H20 370 185 190.9 8 

MnS04.H20 15.6 8 

MnS04.4H20 4.4 25 8 

MnS04.7H20 10 8 

cuso4.5H20 0.025 0.025 8 

ZnS04.7H20 8.6 1.5 10 8 

CaCI2.2H20 440 166 166 c 

COCI2.6H20 0.025 c 

Kl 0.83 0.83 c 
KH2P04 170 400 68 D 

H3803 6.2 1.6 10 D 

Na2M004.2H20 0.25 0.25 D 

FeS04.7H20 27.8 27.8 27.8 E 

Na2-EDTA 37.3 37.3 37.3 E 

Todos los reactivos utilizados fueron de grade reactive, de las 

casas J. T. Baker, Merck v Sigma. 

Para Ia elaboraci6n de los medias de cultivo, se prepararon 

soluciones concentradas 100 veces. un litre de media de cultivo basal 

se prepar6 de Ia siguiente manera: 
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En 400 ml de agua destilada desionizada se anadieron 10 mL de 

cada soluci6n concentrada, con agitaci6n constante. oespues se 

agregaron los siguientes compuestos organicos: 

COMPUESTO CONCENTRACION <mg/L> 

Glicina 2 

Tlamina-HCI 0.5 

Piridoxina-HCI 0.5 

Acido nicotfnico 0.5 

Acido f61ico 0.5 

Biotina 0.05 

Myo-inositol 100 

Posteriormente se agreg6 sacarosa <30 g/U v se llev6 el media a 

un volumen de un litro; el pH se ajust6 a 5.5-5.7 con un 

potenci6metro v con Ia ayuda de HCI o NaOH 1 N. AI final se afiadieron 

8 g/L de agar Merck v se fundi6 en una placa de calentamiento. El 

media se virti6 <15 mu en frascos gerber v se esteriliz6 durante 15 

minutes a 110° c v 1 kg/cm 2 de presion. 
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11.3. Establecimlento de Ia metodologia basica 

La estrategia seguida para el cultivo in vitro de anteras fue 

ensavar una metodologfa basica para establecer el cultivo aseptico, al 

mismo tiempo que se determinaban algunas variables importantes 

como el tamano del bot6n floral v el tiempo de desinfestaci6n con 

elora; este paso fue fundamental para adquirir habilidad en Ia 

disecci6n adecuada de las anteras. 

La metodologfa segulda fue Ia siguiente: 

a> se colectaron botones florales de diferentes 

tamanos, 6 semanas despues de Ia siembra, en el 

verano. 

b> se determin6 el tamano del bot6n, en el que se 

encontrasen microsporas en etapa uninucleada. 

Para ella, este se midi6 a lo largo v ancho v se 

extrajeron las anteras. una de estas se coloc6 en 

un portaobjetos con una gota de acetocarmfn v 

con el bisturf se oprimi6 para extraer su 

contenido. Los restos de las paredes de Ia antera 

se retiraron v se coloc6 un cubreobjetos, 

presionando ligeramente. La preparaci6n se 

calent6 a Ia flama v se observ6 en el microscopic 

6ptico. 

c> se prepar6 el media de cultivo, MS sin 

hormonas. 

50 



d> Los botones se desinfestaron probando varias 

concentraciones de elora comercial Chipoclorito 

de sodio al 6%>, desde 0.1 hasta 15%, durante 10, 

15 v 20 minutes; Ia concentraci6n mas adecuada 

fue Ia de 0.5% durante 15 minutes. Los botones se 

mantuvleron permanentemente en Ia siguiente 

soluci6n: 

Acido cftrlco 150 mg/L 

Acldo asc6rbico 100 mg/L 

L-cistefna 25 mg/L 

e> Los botones se disectaron con Ia ayuda de una 

lente de aumento v se extrajeron las anteras, 

separandolas cuidadosamente de los tejidos 

envolventes. se sembraron 10 anteras en cada 

frasco de cultivo; colocandose planas, con los dos 

16culos en contacto con Ia superficie del media. 

f) El tejido se incub6 bajo un fotoperfodo de 16 h 

diarias, a una intensldad luminosa de 1350 lux c1 

lampara de luz fluorescente blanca, de 75 W> v a 

25 ± 2° C. 

BIBLIOTECA CENTRAL U. , L Clt 
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11.4. Apllcaclon de los tratamientos 

una vez Que se estableci6 correctamente Ia metodologfa 

basica, se procedi6 a aplicar los tratamientos Que se enlistan a 

continuaci6n. En todos los casas, a menos Que se indiQue otra cosa, 

se utlllzaron 10 repeticiones, con 10 anteras por frasco de cultivo; 

los componentes de los medias, asf como sus concentraciones, se 

detallan en Ia secci6n 11.2. 

1> Sales baslcas de los medias: 

* Murashige v Skoog <Solido v LfQuido> 

* N6 (S61idO V LfQUidO) 

* Nitsch v Nitsch <S61ido v LfQuido> 

Los medias lfQuidos con agitaci6n <80 rpm> v sin agltaci6n. 

2> Agar. Medias MS, N6 v NN con: 

* Agar <Merck> 0.8% 

* Gelgro UCN Biochemicals> 0.4% 

Cada combinaci6n se incub6 bajo luz continua <16 h> v tambien 

en Ia oscuridad. 

3> sacarosa. Medias MS, N6 v NN s61idos, con sacarosa al: 

* 1% 

* 3% 

* 6% 

*12% 

*15% 
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4> Hormonas. Media N6 s61ido con: 

* AlA (0, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.1 mg/U 

*AlA (0, 0.1 y 1 mg/U + 

*AlA CO, 0.1 V 1 mg/U+ 

BA (0, 0.1 y 1 mg/U 

K (0, 0.1, 1 V 3 mg/U 

*ANA (0, 0.001 V 0.1 mg/U + BA (0, 0.1 y 1 mg/U 

*ANA CO, 0.001 V 0.1 mg/U+ K CO, 0.1, 1 y 3 mg/U 

* 2,4·0 (0, 0.1 V 1 mg/L}+ K CO, 0.1, 1 y 3 mg/U 

* K (0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 v 1 mg/U 

AlA = Acido indolacetico 

ANA= Acido naftalenacetico 

2,4-D= Acido 2,4-Diclorofenoxiacetico 

BA= Benciladenina 

K= Kinetina 

5 repeticiones de cada combinaci6n hormonal, con 5 anteras 

par frasco. Las anteras en los medias con 2,4-D fueron 

resembradas una semana despues a media N6 sin hormonas. 

5> carbon actlvado. Medias MS, N6 v NN s61idos, con: 

* carb6n activado 0.5% 

*Sin carb6n 

6> Hldrollzado de caseina. Medias MS, N6 v NN s61idos, con: 

* casefna hidrolizada 500 mg/L 

* Sin casefna 
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7> Amlnoacidos. Medio N6 s61ido con: 

* Glutamlna 100 mg/L 

* Prolina 100 mg/L 

* seri na 100 mg/L 

* Glutamina + Prolina + serina, cada una a 100 mg/L 

Todos se filtraron a traves de un filtro esteril de 0.2 pm de 

poro, anadh3ndose al medio antes de gelificar el agar. 

8> Pretratamlento de las anteras. Medio N6 

s61ido con anteras tratadas en frfo: 

*12hasoc 

* 24 h a soc 

* 3 dfas a soc 

* 9 dfas a soc 

* 1s dfas a so c 

11.5. Analisis cltogen6tlco del material vegetal obtenido 

Para determinar el nivel de ploidfa de las plantas obtenidas in 

vitro, se utiliz6 Ia siguiente metodologfa (Curtis, 1981>: 

a> se colectaron apices de rafces v se trataron con 

8-hidroxlquinolina 0.003 M durante 8 horas a 

temperatura ambiente. 

b> se fUaron en etanol-acido acetico 3:1 por 24 h. 
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c> se maceraron en acldo clorhfdrico 1 N por 20 

minutes a 60° c 

d> se enjuagaron 2 ocaslones con agua destilada. 

e> se tlneron con el reactive de Schiff <tincl6n 

Feulgen> durante 15 minutes, en Ia oscuridad. 

fl se ellmln6 el colorante v el tejido se enjuag6 2 

veces con agua destilada. 

g> El a pice se cort6 en una gota de acido acetico al 

45% v se presion6 entre un porta v un 
cubreobjetos, Ia preparaci6n se calent6 

ligeramente a Ia flama, antes de observar al 

microscopic. 

11.6. Acllmatacion del material vegetal 

Las plantas obtenidas in vitro se acondicionaron de Ia 

siguiente manera: 

a> una vez que las plantas presentaron hojas verdaderas se 

"endurecieron" mediante Ia aplicaci6n 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 v se asperjaron las rafces con fungicida. 
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c> se trasplantaron a vases de plastico con sustrato esterll 

<peat moss> v estes se cubrieron con un capuch6n de . 

plastlco. 

d> se apllcaron perfodos cortes de exposlcl6n a Ia luz solar 

durante 4 semanas. 

e> se trasplantaron a macetas con suelo esteril v se alojaron 

en el lnvernadero. 

11.7 An~llsls estadistlco 

En todos los experimentos se consider6 un disefio 

experimental completamente al azar, en aquellos donde se estudi6 

el efecto simultaneo de 2 factores, se llev6 a cabo un diseno factorial 

de tratamientos. 

El anallsis estadfstico consisti6 en realizar el analisis de varianza 

del oscurecimiento de las anteras en los diferentes tratamientos 

cconsiderando un mismo numero de estas sembradas>. cuando fue 

necesarlo, se efectuaron pruebas de comparaci6n de medias, 

utilizando el procedimiento de Ia diferencia significativa mfnima. 

En el caso de Ia formacl6n de calla v de Ia androgenesis in vitro, 

dado Que se present6 minima respuesta de las anteras, no fue 

posible realizar un analisis estadrstico; en estes cases se manejaron 

porcentajes de respuesta. 
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111. Resultados y Dlscuslon 

111.1. Determinacion del tamano del boton floral 

De acuerdo con varios autores <Sunderland v ounwell, 1977; 

BaJaj, 1983> Ia etapa de desarrollo de las microsporas mas favorable 

para lnduclr Ia androgenesis de las anteras en gran numero de 

especles, es Ia de microspora uninucleada. En el presente trabajo 

durante Ia determinacl6n del tamano del bot6n que contenfa 

anteras con mlcrosporas en etapa uninucleada, se detect6 que en Ia 

planta de tomate las anteras de un mismo bot6n son de diversos 

tamanos v pueden contener microsporas en diferente etapa de 

desarrollo. Para el cultivo in vitro se decidi6 utilizar botones de 3 v 

hasta s mm de longltud; en los que en su mavorfa se encontraron 

anteras con mlcrosporas en etapa uninucleada v en tetradas. 

111.2. oscureclmlento de las anteras. 

A lo largo de Ia investigaci6n se observ6 que las anteras de 

tomate presentaron un oscureclmiento con gran facilidad, 

princlpalmente en los primeros dfas despues de Ia siembra; se 

deslgn6 como oscurecimiento a Ia aparici6n de un color marr6n en 

el tejido de las anteras. Las anteras oscurecidas perdleron su 

turgencia v su color verde natural, adquiriendo finalmente una 

coloracl6n parda <Fig. 2>. Aquellas que no presentaron et fen6meno 

anterior adquirieron una coloracion blanca, aumentando de 3 a s 
veces su tamano <Fig. 3>. 

57 



FIG. 2. 

FIG. 3. 

DIFERENTES GRADOS DE OSCURECIMIENTO EN ANTERAS DE 
TOMATE DE CASCARA CULTIVADAS In vitro, 90x. 

ASPECTO DE ANTERAS DE TOMATE DE CASCARA, DESPUES 
DE VARIAS SEMANAS EN CULTIVO, 60x 
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El problema se present6 aun cuando las anteras antes de 

sembrarse se mantuvieron todo el tiempo en una . soluci6n 

antioxldante; durante Ia siembra se trat6 de hacer Ia disecci6n de los 

botones en forma rapida, elimlnandose las anteras danadas por los 

instrumentos de disecci6n, asf como aQuellas previamente 

oscurecidas dentro del bot6n; en consecuencia, en Ia mavorfa de los 

tratamientos se sembr6 un numero diferente de in6culos. 

segun Bidwell <1979> los cambios de coloracl6n de este tlpo son 

una respuesta al dano, ocurriendo una oxidaci6n de fenoles v Ia 

producci6n de Quinonas, compuestos t6xicos insolubles de color 

marr6n; esta reacci6n es importante en Ia respiraci6n pero tambien 

puede estar activa en Ia senescencia. El oscurecimiento del tejido es 

un problema comun en algunas especies, en cultivo in vitro de 

tabaco llega a ser drasttco en el perfodo inicial del cultivo; se cree 

Que el cambia de coloraci6n puede resultar de alguna herida o de 

cambios fisiol6gicos par Ia separaci6n del tejido de Ia ptanta madre 

<Zaid, 1987>. 

considerando lo anterior v el hecho de Que en ninguno de los 

experimentos se observ6 algun tipo de respuesta en las anteras 

oscurecidas, se consider6 a este tejido como danado; el dana a las 

anteras pudo haberse originado durante el manejo de los botones v 

Ia manipulacl6n durante Ia siembra. Dado Que en los tratamientos 

probados se detectaron diferencias en el numero de anteras 

oscurecidas se trat6 de establecer el efecto de estos sabre el 

oscurecimiento posterior a Ia siembra. 
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111.2.1. Efecto de Ia composicl6n del medlo de cultlvo sobre 
el oscurecimlento de las anteras 

Ninguno de los 3 medias probados en su forma basal <macro v 
micronutrimentos + vitaminas + sacarosa) fue capaz de pro mover 

algun tipo de respuesta en las anteras en cultivo, tanto en forma 

s61ida como lfquida. En relaci6n con el oscurecimiento del tejido se 

encontraron algunas diferencias, dependiendo del medio utilizado. 

111.2.1.a. oscureclmlento de las anteras en medlo s61ido 

El cuadro 6 muestra los porcentajes de oscurecimiento de las 

anteras en los 3 medias probados. N6tese los elevados porcentajes 

de oscurecimiento en los medias MS v NN, superiores al 50% v 
menores en el medio N6. El analisis de varianza para el numero de 

anteras oscurecidas <Cuadra 1A), present6 diferencias altamente 

significativas para el tipo de media. El media N6 fue el de menor 

numero de anteras oscurecidas en promedio <Cuadra 2A), por lo 

tanto, este fue el que se utiliz6 en siembras posteriores <vease 

secci6n 11.4). 
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cuadro 6. lnfluencia de Ia composici6n del medio de cultivo v del 

agente gelificante sobre el oscurecimiento de anteras 

de tomate cultivadas in vitro. 
An teras An teras oscurecimiento 

Medio sembradas oscurecidasa (%) 

MS Agar Merck 66 35 53 

Gelgro 82 56 68.3 

N6 Agar Merck 77 34 44.1 

Gelgro 84 24 28.6 

NN Agar Merck 74 47 63.5 

Gelgro 81 53 65.4 
a . , 

El oscurec1m1ento se evaluo una semana despues de Ia s1embra. 

111.2.1.b. oscureclmlento de las anteras en medlo liquido 

El cuadro 7 muestra los porcentajes de oscurecimiento de las 

anteras en los 3 medias lfQuidos probados, cada uno con v sin 

agitaci6n. El analisis de varianza del numero de anteras oscurecidas 

en estos medias <Cuadra 4A> present6 diferencias significativas para 

el tipo de medio, en Ia prueba de comparaci6n de medias <Cuadra 

SA> se encontr6 Que el MS rindi6 un mayor oscurecimiento de las 

anteras en promedio, Que los NN v N6; siendo similar en estos 

ultimos. 

En relaci6n con Ia agitaci6n del medio de cultivo, Ia diferencia 

entre el numero de anteras oscurecidas en los medias con v sin 

agitaci6n fue altamente significativa <Cuadra 4A>, siendo claramente 
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menor en los medias con agitaci6n <Cuadra 7>. De estos resultados se 

desprende Que Ia agitaci6n del media es importante para asegurar 

un menor oscurecimiento, lo anterior puede deberse a Que el media 

lfQuido con agitaci6n permite una adecuada nutrici6n del tejido, 

permitiendo una mayor sobrevivencia de las anteras. 

Cuadra 7. lnfluencia de Ia composlcl6n del media de cultivo sabre 

el oscurecimiento de anteras de tomate cultivadas en 

media lfQuido. 

An teras An teras oscurecimiento 

Media sembradas oscurecidas3 (%) 

MS Sin agitaci6n 83 79 95.2 

con agitaci6n 90 24 26.6 

N6 Sin agitaci6n 64 43 67.18 

Con agitaci6n 90 16 17.7 

NN Sin agitaci6n 81 63 77.7 

con agitaci6n 86 18 20.9 
il . 

El oscurec1m1ento se evalu6 una semana despu~s de Ia s1embra. 

Cabe destacar Que los porcentajes de oscurecimiento de las 

anteras en el media N6, tanto s611do <Cuadra 6>, como lfQuido <Cuadra 

7), fueron slempre menores Que aQu~llos de los medias MS v NN. se 

considera Que este efecto esta relacionado con el nitr6geno aplicado 

al media de cultivo. En el cuadro 5 se observa Que el media N6 

contiene mas nitr6geno en forma de nitrate v menos en forma de 

amonio Que los medias MS v NN, Quizas Ia concentraci6n de amonio 

en estos ultimos es ligeramente t6xica para las anteras de tomate, 
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provocando mavores porcentaJes de oscurecimiento; el 

oscurecimiento del teJido debido al amonio se ha reportado en 

papa, en cultlvo de calla <Meulemans et al, 1987>. 

111.2.2. Efecto del tlpo de Agar sobre el oscureclmlento de 
las anteras 

De acuerdo con el anallsls de varlanza reallzado para el numero 

de anteras oscurecidas en media s61ido <Cuadra 1A>, no hubo 

diferencias significativas en el uso de agar Merck o Gelgro para un 

mismo medlo de cultivo; esto se aprecla en los porcentajes de 

oscureclmiento en el Cuadra 6. No obstante, Ia interaccl6n entre 

medlo de cultivo v tipo de agar fue significativamente dlferente; de 

esta forma el oscurecimlento de las anteras en los medias con Gelgro 

fue dlferente al pasar de un media a otro, presentando el valor mas 

pequeno en el medio N6 <Cuadra 3A>. auizas las diferencias en el uso 

de ambos tipos de agar tengan que ver con el tamano de partfcula 

del gel v su interacci6n con las sales del media de cultivo, Ia 

combinaci6n N6 con Gelgro podrfa ser mas eficiente en Ia 

disponlbilidad de nutrlmentos para el tejido, que las combinaciones 

con MS v NN, permitiendo asf una mejor nutrici6n v una mayor 

sobrevivencla de las anteras. A pesar de que el agar Merck v el gelgro 

en el medio N6 no produJeron diferencias significativas sabre el 

numero de anteras oscurecidas, en siembras posteriores se decidi6 

utilizar N6 con gelgro por razones practicas: Ia cantidad de gelgro 

necesarla para lograr Ia consistencia adecuada del medic, es menor 

que en el case del agar Merck v ademas se obtiene un medio mas 

claro v transparente. 
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111.2.3. Efecto de Ia concentraclon de sacarosa sobre el 
oscureclmlento de las anteras 

El analisis de varlanza para el oscureclmlento de las anteras en 

medics s611dos con distintas concentraciones de sacarosa mostr6 

diferencias slgnificativas entre los medics utilizados v las 

concentraciones de sacarosa <Cuadra 6A>. El medic N6 fue el Que 

produjo menos anteras oscurecidas en promedio, en comparaci6n 

con MS v NN <Cuadra 7A>. Per otro lade, el oscurecimlento de las 

anteras en los medics con sacarosa al 1, 3 v 6% fue 

slgnlflcatlvamente menor Que en los medias con sacarosa al12 v 15% 

<Cuadra SA>. Lo anterior se observa en el Cuadra 8, las 

concentraciones altas de sacarosa <12 v 15%> produjeron altos 

porcentajes de oscurecimiento en los 3 medics, lo cual sugiere Que 

puede producirse algun compuesto t6xico producto de Ia 

degradaci6n de Ia sacarosa durante Ia esterillzaci6n del media, tal v 
como lo han senalado varies autores <Sunderland v ounwell, 1977; 

Margara, 1988>. En los medias con concentraclones altas de sacarosa 

podrfa acumularse dicho compuesto, promoviendo un dana al 

tejido, lo cual se traducirfa en un mayor numero de anteras 

oscurecidas. 
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cuadro 8. Efecto de Ia concentraci6n de sacarosa sabre el oscureci

mlento de anteras de tomate cultivadas in vitro. 
Media sacarosa (%> An teras An teras oscurecimiento 

s61ido sembradas oscurecidasa (%) 

il 

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 41 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 oscurec1m1ento se evalu6 una semana despues de Ia s1embra. 

111.2.4. Efecto de Ia oscurldad sobre el oscureclmlento de 
las anteras 

Los tratamientos con agente gelificante se incubaron tanto en 

luz continua como en Ia oscuridad. se encontr6 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 incubaci6n ya Que los tratamientos en oscuridad se 

colocaron en una gaveta cerrada v sin ventilaci6n. 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° co mas, el tejido se oscureci6 totalmente <Ciyah et al, 1990>. 

111.2.5. Efecto del carbon, caseina, amlnoitcldos y trata
mlento en frio, sobre el oscurecimlento de las 
anteras 

Estes tratamientos tuvleron un efecto similar sabre el 

oscurecimiento de las anteras; en general nose notaron diferencias, 

excepto en el caso del tratamlento en frfo el cual produjo un ligero 

oscurecimlento de las anteras desde un inicio <Datos no mostrados>. 

111.3. Respuesta in vitro de las anteras 

De todos los tratamientos probados durante Ia investigaci6n, 

los unicos Que promovieron Ia respuesta del tejido fueron aQuellos a 

base de hormonas. La principal respuesta fue Ia formaci6n de callo v 
I 

en menor medlda Ia androgenesis de las anteras. 
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111.!.1. Formaclon de callo en las anteras 

El Cuadra 9 muestra Ia respuesta de las anteras de tomate de 

cascara en el media N6 con diferentes concentraciones de auxlna v 
cltoclnina. Puede observarse que Ia formaci6n de calla fue variable 

en los diferentes tratamientos, excepto en el caso del media con 

ANA 0.1 mg/L + BA 1.0 mg/L, el cual parece ser el mas adecuado para 

induclr Ia formaci6n de calla <68.2%>. En general el calla obtenldo fue 

de color verde o color crema <Figs. 4 v S>, presentando un 

crecimiento rapldo v una consistencia principalmente friable, 

aunque se obtuvleron algunos compactos. 

El calla mostr6 minima diferenclaci6n. En el media con AlA 1.0 

mg/L se observ6 formacl6n de rafces mientras que en el media con 

2,4-D 1.0 mg/L + BA 0.1 mg/1 se obtuvieron rafces sin formaci6n de 

calla; estas respuestas fueron claramente inducidas par Ia 

concentraci6n de auxina. Algunos de los medias con BA 1.0 mg/L 

presentaron calla con formaci6n de brotes CFigs. 6 v 7>, 

independientemente de Ia concentraci6n de auxina empleada; Ia BA 

parece ser Importante para Inducir Ia diferenciaci6n del calla. Cabe 

destacar que en ninguno de los casas se observ6 el crecimiento de 

los brotes, s61o su diferenciaci6n. 
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Cuadra 9. Respuesta de las anteras de tomate en el media N6 bajo 
diferentes concentraciones de hormonas . 

Auxin a Citocinina An teras Anteras con otro tipo de 

<mg/L> <mg/L> sembradas calloa respuestab,c 

- - 21 1 ( 4.7) 

AIA0.02 - 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 0.1 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 ( 7.7) 

0.1 - 16 0 

0.1 0.1 21 1 ( 4.7) 

0.1 1.0 21 1 

0.1 3.0 22 0 

1.0 - 24 1 ( 4.2) Calla con rafces <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 0.1 18 3 (16.6) 

- 1.0 27 4 (14.8) Calla con brotes 

0.1 0.1 24 2 ( 8.3) 

0.1 1.0 19 0 Calla con brotes 
ill 

, . . , 
Los numeros entre parentes1s son porcentaJes de formac1on de calla 

bla respuesta se evalu6 6 semanas despues de Ia siembra 
clas plantas obtenidas fueron diploides 
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continuacl6n cuadro 9. 

Auxlna Citoclnlna Anteras Anteras con otro tipo de 

<mg/U <mg/U sembradas caii03 'b,c respuesta 

AIA1.0 BA 0.1 23 8 (34.8) 

1.0 1.0 13 6 (46.15) Callo con brotes 

ANA 0.001 - 23 3 (13) 

0.001 K 0.1 27 1 ( 3.7) 

0.001 1.0 27 2 ( 7.4) 

0.001 3.0 24 1 ( 4.1) 

0.1 - 25 0 

0.1 0.1 25 0 

0.1 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 

0.1 - 21 5 (23.8) 

0.1 0.1 20 5 (25) 

0.1 1.0 22 15(68.2) Callo con brotes 

2,4-D 0.1 - 24 2 ( 8.3) 

0.1 0.1 21 2 ( 9.5) 

0.1 1.0 24 3 (12.5) 

0.1 3.0 26 0 

1.0 - 24 1 ( 4.16) 

1.0 0.1 26 0 Rafces <2> 

1.0 1.0 25 0 

1.0 3.0 24 0 
iii I 

, . 
Los numeros entre parentes1s son porcentaJes de formac16n de callo 

bla respuesta se evalu6 6 semanas despues de Ia siembra 
eEl callo fue de color verde v crema. 
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FIG. 4. 

FIG. 5, 

ANTERAS CON FORMACION DE CALLO CULTIVADAS EN 
MEDIO SOLIDO, 90x. 

ANTERA CON FORMACION DE CALLO CULT IVADA EN MEDIO 
LIQUIDO, 60x, 
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FIG. 6. 

FIG. 7. 

BROTES DE TOMATE DE CASCARA INICIANDOSE DEL CALLO. 
MEDIO N6 CON BAA 1.0 mg/L, 60x. 

FORMACI ON DE BROTES MULTIPLES . MEDIO N6 CON BA A 
1. 0 mg/L, 60x. 
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El calla obtenldo de Ia slembra de anteras en medlo N6 con 
diferentes concentraciones de hormonas, fue trasplantado a media 

fresco con distintas concentraciones de auxinas <AlA, ANA v 2,4-D> v 
citocininas <K v BA>, con el fin de inducir organogenesis; los 

resultados se muestran en el Cuadra 10. En ninguno de los casas fue 

posible inducir organogenesis del calla v los in6culos con brotes 

permanecieron sin cambia; las unicas respuestas fueron Ia formaci6n 

de calla nuevo v rafces, en este ultimo caso, tal vez por efecto de Ia 

concentracl6n de auxinas. Es probable que el calla requiera una serie 

de subcultivos antes de poder lograr Ia organogenesis. 

111.3.2. Androgenesis de las anteras 

La androgenesis de las anteras, es decir, Ia inducci6n, iniciaci6n 
v desarrollo de embriones, se logr6 en el medlo N6 con bajas 

concentraciones de AlA <0.02 6 0.06 mg/L>, asf como con K 0.6 mg/L 
<Cuadra 9, Figs. 8 v 9>. Las plantas formadas <1 planta por antera> 
fueron normales, con sus 2 cotiledones v rafz principal detectandose 
a simple vista despues de 6 semanas. La tasa de respuesta fue baja, 

de 7.6% en el media con AlA 0.06 mg/L v alrededor del 4.5% en los 
otros casas. 
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Cuadra 10. Respuesta del calla de tomate en el media N6 con diferen
tes concentraciones de hormonas. 

Auxtna Cltoclnina ln6culos ln6culos con calla 
<mg/U <mg/U sembrados nuevo• 

- - 14 4 
AlA 0.1 - 10 1 

0.1 K 0.1 9 0 
0.1 1.0 17 0 
0.1 3.0 12 0 
1.0 - 10 1 
1.0 0.1 10 2 
1.0 1.0 9 2 
1.0 3.0 15 2 
- 0.1 15 1 
- 1.0 13 3 
- 3.0 12 2 
- BA 0.1 14 3 
- 1.0 15 4 

0.1 0.1 12 1 
0.1 1.0 10 3 
1.0 0.1 10 6 Rafces 
1.0 1.0 13 9 Rafces 

ANA 0.1 1.0 13 0 
0.1 2.0 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 Rafces 
0.3 2.0 7 3 
0.3 3.0 18 11 Rafces 

2,4-D 0.1 K - 12 0 
0.1 0.1 10 1 
0.1 1.0 11 4 
0.1 3.0 12 2 
1.0 - 7 0 
1.0 0.1 7 2 Rafces 
1.0 1.0 10 0 
1.0 3.0 11 5 

•• 6 semanas despues de Ia s1embra. 
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FIG. 8. ANDROGENESIS EN UNA ANTERA DE TOMATE DE CASCARA. 
MEDIO N6 CON AlA 0.02 mg/L, 60x. 

FIG. 9. FORMACION DE UNA PLANTA DE TOMATE DE CASCARA A PART IR DE 
UNA ANTERA CULTIVADA In vitro. MEDIO N6 CON AlA 0.06 mg/L, 60x. 
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con el fin de contar con mayor cantldad de material para 

anallzar, se repiti6 Ia slembra de anteras en el medlo N6 con AlA 0.02 

mg/L, AlA 0.06 mg/L y K 0.6 mg/L, tanto s611do como lfQuido <en 

agitacl6n>. se encontr6 Que s61o Ia respuesta del medlo N6 s61ido con 

AlA 0.06 mg/L fue reproducible. con base en Ia mayor tasa de 

respuesta de las anteras y a Ia reproducibilldad de los resultados, se 

concluy6 Que, de las hormonas probadas, el AlA a 0.06 mg/L, fue Ia 

mas adecuada para el cultlvo in vitro de anteras de tomate de 

cascara. 

En esta segunda slembra se obtuvieron hasta 2 plantas por 

antera <Fig. 10>, pero ~stas presentaron un solo cotiled6n en forma 

de corola <Fig. 11> y un hablto de creclmiento multiple <Fig. 12>. 

El reQuerlmlento de bajas concentraciones de auxlnas <en este 

caso AlA> por parte de las anteras no coincide con lo seiialado por 

sunderland y ounwell <1977), en el sentido de Que las solanaceas son 

especies independientes de hormonas para el cultivo de anteras in 

vitro. No obstante, puede senalarse Que al igual Que en otras 

especles de solanaceas, se logr6 inducir Ia androgenesis en un medio 

basal simple, con vitamlnas y una concentraci6n baja de sacarosa 

(3%). 
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FIG. 10. BROTACION DE EMBRIONES EN UNA ANTERA DE TOMATE DE 
CASCARA. MEDIO N6 CON AlA 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. 

'I 

FIG. 13. 

HOJA DE UNA PLANTA MIXOPLOIDE OBTENIDA 
In vitro, 60x. 

PLANTA DE TOMATE DE CASCARA EN PROCESO DE 
ACLIMATACION. 
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111.4. Anillsls cltogenetlco de las plantas obtenldas 

El analisis de Ia ploidfa de las plantas obtenidas demostr6 que 

estas eran dlploides, con 24 cromosomas. La explicaci6n a este 

resultado puede deberse a: <1> Que las plantas se formaron a partir 

de algun tejldo dlploide de Ia antera, o <2> Provienen del tejido 

haploide de las microsporas v doblaron su numero cromos6mico en 

forma espontanea durante algun momenta de su desarrollo, va que 

esto se ha detectado en especies como cebada <Islam et al, 1992> v 

arroz <Guiderdoni et al, 1992>. 

Las plantas anormales de Ia segunda siembra con AlA 0.06 mg/Lr 

fueron mixoploides, con 12, 24, 36 v 48 cromosomas en sus celulas 

<Fig. 14>. con base en este resultado se puede apoyar Ia idea del 

origen haploide de las plantas obtenidas in vitro v su posterior 

doblamiento de cromosomas en forma espontanea. 

111.5. Acllmataclon de las plantas obtenidas 

Todas las plantas obtenidas In vitro se acondicionaron 

siguiendo Ia metodologfa detallada en Ia secci6n 11.6 <Fig.13>, Ia cual 

no fue adecuada para aclimatar eficientemente el material vegetal. 

Las escasas plantas obtenidas se deshidrataron en las ultimas 

semanas, marchitandose por complete al alojarlas en el invernadero. 
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FiQ.14. celulas de apices de rafces de tomate de cascara 
mostrando <a> 12, <b> 24, <c> 24, 36 v <d> 48 cromo
somas. Escala: t~-=50~em~--~ 
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111.6. Metodologia para el cultlvo de anteras en tomate de 
cascara 

La figura 15 presenta Ia metodologfa que se estableci6 para el 

cultivo de anteras de tomate de cascara. Las variables mas 

importantes fueron el tamano del bot6n floral, 3-5 mm de longitud; 

Ia desinfestacl6n de los botones usando elora comercial al 0.5% por 

15 minutes; el medic de cultlvo, N6 con vitaminas completas <Giicina 

2 mg/L, tiamina-HCI 0.5 mg/L, piridoxina-HCI 0.5 mg/L, acido nicotfnico 

0.5 mg/L, acido f61ico 0.5 mg/L v biotina 0.05 mg/U, mvo-inositol 100 

mg/L, sacarosa 3%, gelgro 0.4%, v finalmente Ia composici6n de 

hormonas, en este case AlA 0.06 mg/L. Dichas condiciones 

permitieron inducir en un bajo porcentaje <7.6%) Ia androgenesis de 

las anteras de tomate de cascara cultivar Rendldora <Figs. 16 v 17L 

80 



Slembra de semilla bajo condiciones de invernadero 

-i 

Colecta de botones florales de 3-5 mm de longitud, en 

solucl6n antioxldante <Ac. cftrico 150 mg/L + Ac. 

asc6rblco 100 mg/L + Cisterna 25 mg!L> 

-i 

oesinfestaci6n de los botones con cloro comercial al 

0.5% por 15 minutos 

-i 

Slembra de anteras In vitro <10 anteras por frasco de 

cultivo> en el media N6 con vitaminas, mvo-inositol100 

mg/L, sacarosa 3%, gelgro 0.4% v AlA 0.06 mg/L 

-i 

lncubacl6n del teJido bajo luz continua <1350 lux> v a 

25± 2° c 

-i 

Regeneraci6n de plantas despues de 6 semanas 

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

tomate de cascara, cultivar Rendidora. 
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~~;...,. ,,, . j !~ ..,;~-'\, .,, .~~----·--~~~· ~---~~~lil!liji&/J.Qll;) ... ~~ 
FIG. 16. PLANTA DIPLOIDE DE TOHATE DE CASCARA OBTENIDA 

MEDIANTE EL CULTIVO DE LAS ANTERAS In vitro. 

•'1 ' •. Ill'!' If' -.... 

TOMATl: ''oE ·:-.~" .... i,j 
7 . SEMANAS ·· 

U + VI TAN'INC· 
8.5 JJg/1 ., 

AR·O'SA 31 . . ··: .. -. 
~GRO .Q~ .... 

- ~-.~~! ~ -

: . 

FIG. 17. PLANTA DIPLOIDE DE TOMATE DE CASCARA DE 7 
SEMANAS DE EDAD. 
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Concluslones 

se logr6 establecer una metodologfa adecuada para el cultivo 

in vitro de anteras de tomate de cascara, obteniendose plantas 

despues de 6 semanas; Ia tasa de respuesta fue de 4.5- 7.6%. 

El media de cultivo adecuado fue el N6 con vitaminas 

completas <Giicina 2 mg/L, tiamina-HCI 0.5 _mg/L, piridoxina-HCI 0.5 

mg/L, acido nicotfnico 0.5 mg/L, acido f61ico 0.5 mg/L v biotina 0.05 

mg/U, mvo-inositol 100 mg/L, sacarosa 3%, geigro 0.4% v AlA 0.06 

mg/L. 

Las plantas obtenidas fueron diploides <2n = 24> v mixoploides 

<n =12, 2n =24, 3n =36 v 4n =48>. 
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Cuadra 1A. Analisis de varianza para Ia variable numero de anteras 

oscurecidas en medics de cultivo s61idos, con 2 tipos de 

agar. 

Fuentes de Grades de cuadrados F calculada 

vartacl6n llbertad MediCS 

Medic de cultlvo 2 32.15 21.28 ** 

Marca de Agar 1 0.066 0.04 

Medic x Agar 2 8.516 5.64 * 

Error 54 1.511 

* Significancia al 5% 

* * Significaricia al1% 

Cuadra 2A. comparaci6n de medias del numero de anteras 

oscurecidas en los medics s61idos utilizados. 

Medic de Cultivo 

MS 

NN 

N6 

Media 

5.05 

5.4 

3.05 

Grupe 

A 

A 

8 

Medias con Ia misma letra no son significativamente diferentes 

<alfa = O.OS> 

OMS= 0.78 
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cuadro 3A. comparacl6n de medias del numero de anteras 

oscurecidas en los medias de cultivo, para cada marca 

de agar. 

Marca de Agar 

Agar Merck 

Gelgro 

MS 

4.4 a 

5.7 a 

Medlo de Cultlvo 

N6 

3.7 a 

2.4 b 

NN 

5.3 b 

5.5 c 

Medias con Ia misma letra no son significativamente diferentes 

<alfa = O.OS> 

OMS= 1.1 

cuadro 4A. Anallsis de varianza para Ia variable numero de anteras 

oscurecidas en medias lfquidos con v sin agitaci6n. 

Fuentes de Grados de cuadrados F calculada 

variaci6n llbertad Medias 

Medio de cultivo 2 14.716 6.4 * 

Agitaci6n 1 410.816 178.76 * * 

Medlo x Agitacl6n 2 4.116 1.79 

Error 54 2.298 

* Slgnificancia al 5% 

* * Significancia al1% 
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cuadro SA. comparaci6n de medias del numero de anteras 

oscurecidas en los medias lfQuidos utilizados. 

Media de Cultivo Media Grupo 

MS 

NN 

N6 

5.5 

4.45 

3.8 

A 

8 

8 

Medias con Ia misma letra no son significativamente diferentes 

<alfa = O.OS> 

OMS= 0.96 

cuadro 6A. Analisis de varianza para Ia variable numero de anteras 

oscurecidas en medias s61idos con diferentes concentra

ciones de sacarosa. 

Fuentes de Grados de 

variaci6n 

Media de cultivo 

sacarosa 

Media x sacarosa 

Error 

* Significancia al 5% 

libertad 

2 

4 

8 

135 

* * Significancia a11% 
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cuadrados 

Medias 

19.62 

12.84 

1.92 

2.16 

F calculada 

9.08 * 

5.94 * 

0.89 



Cuadra 7A. comparaci6n de medias del numero de anteras 

oscurecidas en los medias con diferentes 

concentraciones de sacarosa. 

Media de Cultivo Media 

MS 

NN 

N6 

6.38 

6.26 

5.24 

Grupo 

A 

A 

B 

Medias con Ia misma letra no son significativamente diferemtes 

<alfa = 0.05> 

OMS= 0.58 

Cuadra SA. comparaci6n de medias del numero de anteras 

oscurecidas en diferentes concentraciones de sacarosa. 

sacarosa <%> Media Grupo 

15 

12 

6 

3 

1 

6.73 

6.6 

5.6 

5.53 

5.33 

A 

A 

B 

B 

B 

Medias con Ia misma letra no son significativamente diferentes 

<alfa = 0.05> 

OMS= 0.75 
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cuadro 9A. Nombres comunes v clentfficos de las plantas mencio

nadas en el texto. 

Nombre comun 

Alamo 

Arroz 

Beleno 

Belladona 

Berenjena 

Berenjena cimarrona 

Berenjena peluda 

Berro oreja de rat6n 

Br6coli 

cana 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 

Nombre cientffico 

Populus spp. 

orvza sativa 

Hyoscyamus niger 

Atropa bel/adona 

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 officina/is 

Solanum dulcamara 

Brassica campestris 

He/ian thus annus 

continua 
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cuadro 9A. continuaci6n. 

Nombre comun 

Jitomate 

Papa 

Peon fa 

Petunia 

Remolacha, acelga 

Tab a co 

Tabaco de perro 

Tabaco macuche 

Tabaco Silvestre 

Tabaquillo 

Toloache 

Toloache, estramonio 

To mate de cascara 

Trigo 

Vid 

Nombre cientffico 

Lycopersicon esculentum 

Solanum tuberosum 

Paeonia hybrida 

Petunia hybrida 

Beta vulgaris 

Nicotiana tabacum 

Nicotiana clevelandii 

Nicotiana rustica 

Nicotiana svlvestris 

Nicotiana p/umbaginifolia 

Datura innoxia 

Datura stramonium 

Physalis ixocarpa 

Triticum aestivum 

Vitis spp .. 
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