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Resumen

La presente investigacion se realiz6 con el propoésito de explorar la posibilidad de obtener plantas haploides, que
puedan ser utilizadas en el mejoramiento genético, para lo cual se establecid una metodologia basica para el cultivoin
vitro de anteras de jitomate. Se probd el medio de cultivo liquido Murashige y Skoog, asi como las concentraciones
de: 0.0, 0.3, 1.0, 3.0 de ANA y Kinetina. La formacion de embriones fue posible después de siete semanas, en el me-
dio con las concentraciones de 0.3 y 0,3 mg I'' de ANA y Kinetina respectivamente, con una tasa de respuesta de
embriogénesis a partir de anteras del 56%.

Palabras clave: Solanum sp., haploides, medio de cultivo (MS), reguladores del crecimiento, cultivo de tejidos

Abstract

This study aims to explore a possibility for obtaining haploids plants which could be used in genetic improvement.
A basic methodology was established for in vitro cultivation of tomato anthers. Medium liquid culture Murashige and
Skoog was tested; as well as concentrations of: 0.0, 0.3, 1.0, 3.0 of ANA and Kinetina. Embryo formation was possible
after seven weeks in this way with concentrations of 0.3 and 0,3 mg I-1 of ANA and Kinetina respectively, with a rate
of response of embryogenesis from anthers of 56 %.
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Introduccion

El cultivo de anteras es una de las técnicas mas senci-
llas para obtener callo, embriones y plantas haploides deri-
vadas de las microsporas en un tiempo relativamente corto.
La duplicaciéon de cromosomas de las plantas haploides
mediante la aplicacion de colchicina en las etapas tempra-
nas del desarrollo permite obtener dihaploides, los cuales
pueden ser utilizados para producir lineas isogenéticas en
una o dos generaciones, mientras que a través de los méto-
dos convencionales de mejoramiento se requieren numero-
sos ciclos de autofecundacion para obtenerlas (Hurtado y
Merino, 1987).

En 1964, Guha y Maheshwari descubrieron que el po-
len de Datura innoxia podia ser modificado en su creci-
miento normal hacia la formacién de embriones, por el
simple hecho de cultivarlo intacto dentro de la antera. Des-
de entonces, la formacion de plantas se ha logrado directa-
mente via androgénesis o indirectamente via callo, en cerca
de 200 especies, principalmente de las familias Solanaceae,
Gramineae y Cruciferae (Bajaj, 1983).

El proceso de androgénesis es afectado por numerosos
factores, entre los que destacan el genotipo y estado fisiolo-
gico de la planta donadora, la etapa de desarrollo de las
microsporas, el pre tratamiento de las anteras y la composi-
ci6n del medio de cultivo, entre otros. Como consecuencia
de lo anterior, la principal dificultad en el cultivo de ante-
ras y polen en la mayoria de las especies estudiadas, es la
baja frecuencia de plantas producidas (Chu, 1982; Bajaj,
1983). Segun Sunderland y Dunwell (1977), algunas Sola-
naceas presentan androgénesis en un medio basal simple
con vitaminas y concentraciones bajas de sacarosa (2-5 %),
la adicioén de reguladores de crecimiento puede inhibir la
respuesta in vitro u originar la formacion de callo. Ademas,
la etapa de desarrollo de las microsporas mas adecuadas
para el cultivo de anteras es la de microspora uninucleada,
obteniéndose también buenos resultados con microsporas
antes, durante o después de la primera mitosis.

En poblaciones de plantas regeneradas a partir de ante-
ras cultivadas, no solo se llega a obtener haploides, tam-
bién es comun la formaciéon de no haploides (incluyendo
diploides, poliploides y aneuploides). Tanto en especies

Figura 1. Crecimiento de embriones de jitomate (T2) en el
puente de Heller.

que muestran embriogénesis directa, como en aquellas que
producen callo (Chu, 1982; Bajaj, 1983).

Segun Segui-Simarro y Nuez (2007), al realizar el cul-
tivo de anteras de jitomate con meiocitos inmaduros, obtu-
vieron callos que mediante organogénesis regeneran a
planta completa. No obstante, la eficiencia de este sistema
es baja. Ademads, se observa mixoploidia en los callos,
fenémenos de fusion nuclear de meiocitos y la aparicion
de regenerantes de origen somatico en un numero signifi-
cativo. Por lo que el objetivo del presente trabajo es deter-
minar la mejor concentracion de reguladores de crecimien-
to combinados, que promuevan la formacion de embriones
a partir de anteras con el propdsito de permitir a corto y
mediano plazo el uso de dihaploides en un programa de
mejoramiento genético por hibridacion.

Materiales y métodos

El material vegetal utilizado consistido en botones de
jitomate que se encontraban cerrados sin flores, ya que en
ese momento no existid polinizacion, haciendo posible
encontrar las anteras estériles. Los botones se desinfesta-
ron con detergente ‘mastween’ 20ml, después se pasaron
por hipoclorito de sodio al 20% durante 15 minutos y fi-
nalmente se lavaron con agua destilada estéril. En la cam-
pana de flujo laminar se realizaron los cortes para facilitar
la obtencion de anteras y una vez realizada la extraccion
de las anteras, se procedid a sembrar cuatro anteras por
cada tubo con medio liquido en un puente de Heller.

El medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) (MS)
incluye las sales inorgénicas al 100% y suplementado con
los componentes inorganicos, vitaminas (tiamina-HCI 0.4
mg/litro-"), myoinositol 100 mg/litro-' y sacarosa 30 g/
litro-'. El pH se ajustd a 5.7+0.1. Se utilizaron botones
florales de plantas de jitomate cultivadas en invernadero y
las anteras se mantuvieron siempre durante el sembrado en
una solucion antioxidante para disminuir el efecto de obs-
curecimiento u oxidacion, misma que contenia acido citri-
co 150 mg.litro”, 4cido ascorbico 100 mg.litro™'. Poste-
riormente, se incubaron bajo luz artificial.

Los factores en estudio fueron:

Reguladores de crecimiento
(Citocinina) Kinetina ; (Auxina) ANA.

Evaluacion del crecimiento de embriones en (cm).

En los experimentos se utilizé un disefio experimental
completamente al azar con 4 repeticiones. Las variables
evaluadas fueron altura y diametro de los embriones utili-
zando un vernier.

(véase tabla 1):

Resultados

Al realizar la técnica de cultivo de anteras inmaduras
se observaron diferencias en todos los tratamientos, princi-
palmente en la ausencia y presencia de formacion de em-
briones sanos, aunque no todos de manera vigorosa. Poste-
riormente durante el analisis estadistico se planteo la hipo-
tesis de igualdad de medias de tratamientos.

En el analisis la Pr>F tuvo un valor de 0.0001. Esto
indica que al menos uno de los tratamientos a base de re-
guladores de crecimiento produjeron diferencias altamente
significativas (P<.01, en este caso a=.0001), por lo que se
procede a realizar una prueba de comparaciéon de sus valo-
res medios.

En la salida de SAS, se encontraron diferencias entre
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Tabla 1. Tratamientos con reguladores del crecimiento

Tratamiento Kinetina ANA Tapa
Tl 0.0 0.0 AMARILLA
T2 0.3 0.3 ROSA
T3 1.0 1.0 ROJA
T4 3.0 0.3 AZUL

las medias, y el tratamiento T2 (véase tabla 2) fue superior
a todos los tratamientos.

Discusion

El proposito principal de este trabajo fue diferenciar los
efectos en la respuesta que presentaba el cultivo de anteras,
a diferentes concentraciones de dos reguladores del creci-
miento. Es por ello que se evaluaron cuatro tratamientos
obteniendo al menos uno con muy buena respuesta a la
formacion de embriones, siendo los tratamientos dos se-
guido posteriormente el tres (véanse figuras 1 y 2) coinci-
diendo con lo reportado por Nitsch (1977), quien menciona
que la composicion hormonal del medio es determinante
para la iniciacion de formacion de embriones en el cultivo
de anteras. Asi mismo, Dunweli (1976) reporta que para
controlar la androgénesis, es crucial la caracterizacion cito-
logica y bioquimica de las etapas muy tempranas de la
evolucion de los granos de polen, a saber: la microesporo-
génesis, la ocurrencia de la division igual de las microes-
poras, la formacion proembriodnica, y el desarrollo de los
embriones.

También, otro factor importante se refiere a las condi-
ciones fisioldgicas de la planta madre. Las anteras deben
tomarse de flores producidas durante el inicio de la flora-
cion de la planta (Sunderland, 1971). Se ha tenido una gran
producciéon de embriones a partir de plantas donadoras que
crecieron bajo condiciones de alta intensidad luminosa en
dias cortos (Dunweli, 1976). Por lo tanto, particularmente
creemos que todos los factores anteriormente mencionados
coinciden con los resultados y que cada uno de ellos aporta
en gran medida en el éxito de la produccion de embriones.

Por otro lado, también se observo oxidacion de anteras
en los tratamientos uno y cuatro y este consistid en una
aparicion de un color marrén en el tejido de las anteras,
designandose como oxidacion. Las anteras que presentaron
oxidacion perdieron su turgencia y su color verde en los
primeros dias en el cultivo, adquiriendo finalmente una
coloraciéon marrén. Segin Bidwell (1979), los cambios de
coloracion en el tejido son tipicos de una respuesta al dafio,
en esta reaccion esta involucrada la enzima polifenol oxi-
dasa, la cual oxida a los fenoles, produciendo quinonas,
compuestos toxicos e insolubles de color marron. Ademas,

Figura 2. Crecimiento de embriones de jitomate con menor vigor (T3)
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Tabla 2. Diferencias entre las medias.

TUKEY AGRUPAMIENTO MEDIA N TRAT
A 1.07500 4 2
B 0.77500 4 3
C B 0.57500 4 4
C 0.42500 4 1

Medias con diferente letra dentro de columnas indican
diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey
auna P=0.05

en el caso de los reguladores de crecimiento es importante
mencionar que los unicos tratamientos que promovieron la
respuesta in vitro de las anteras fueron los tratamientos dos
y tres, estos se caracterizaron por tener concentraciones de
0.3 y 1.0 para ambos reguladores de crecimiento en los
tratamientos respectivos. La principal respuesta obtenida
fue la formacion de embriones de las anteras en ambos
tratamientos. En las figuras 1 y 2 se muestra la respuesta
de las anteras de jitomate en el medio (MS) liquido con
diferentes concentraciones de auxinas y citocininas. Puede
verse que la formacion de embriones fue muy variable en
los diferentes tratamientos, excepto en los tratamientos dos
y tres, los cuales parecen ser los mas adecuado para inducir
a la formacion de embriones en las anteras. Por lo que se
concluyd que los dos reguladores de crecimiento auxina y
citocinina da mejor respuesta a concentraciones bajas, (0.3
mg/litro), para inducir la androgénesis de las anteras de
jitomate. Esta informacion coincide con lo mencionado
anteriormente por Sunderlan y Dunwell (1977), donde
sefalan que la respuesta es igual en otras especies de Sola-
naceas.

Partiendo de lo anterior, los tratamientos uno y cuatro
se consideraron como tejido dafiado y las anteras que no
sufrieron oxidaciéon adquirieron una coloracion verde, au-
mentando de tres a seis veces el tamafio de crecimiento de
los embriones en los tratamientos tres y dos respectiva-
mente. Asi mismo, puesto que el cultivo de anteras seguira
considerandose el método potencialmente mas eficaz y
accesible para crear plantas haploides. Si se quiere desarro-
llar atin mas el cultivo de anteras como una técnica usual
de mejoramiento, es necesario abordar dos serias limitacio-
nes siendo estas: la fuerte dependencia genotipica, y el
escaso numero de plantas regeneradas. Ademas, urge lo-
grar que el cultivo de anteras sea accesible a otras especies
cultivadas. También se debe prestar atencién a estudios

comparativos del comportamiento tanto de lineas deriva-
das del cultivo de anteras, como de lineas generadas de
manera convencional.

Conclusiones

Se logrd establecer una metodologia preliminar para el
cultivo in vitro de anteras de jitomate, obteniéndose plan-
tas en siete semanas en cultivo in vitro. El medio de culti-
vo mas adecuado fue el que presentaba las concentraciones
de reguladores de crecimiento de 0.3 y 0.3 mg/L de ANA y
Kinetina respectivamente.

Durante la evaluacion del crecimiento de los embriones
con el mejor tratamiento se alcanzé a los 6.2 cm y la tasa
de respuesta a la formacion de embriones fue del 56%.
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