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RESUMEN

La presente investigacion se realizé con el fin de explorar la posibilidad de obtener plantas haploides, las cuales, después de ser
duplicado su nimero cromosémico puedan ser utilizadas en el mejoramiento genético, para lo cual se establecié una metodologia
basica para el cultivo in vitro de anteras de tomate de céscara. Se probaron tres medios de cultivo sélidos: Murashige y Skoog
(1962) (MS), Chu (1981) (N6) y Nitsch y Nitsch (1969) (NN); 2 tipos de agar: (agar-agar de "Merck" y Gelgro de "ICN" ); sacarosa a
1, 3, 6, 12 'y 15%; asi como diferentes concentraciones de auxinas: acido indolacético (AlA), acido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4- D)
y citocininas: benziladenina (BA), kinetina (Ki). La formacién de plantas fue posible después de seis semanas en el medio N6 su-
plementado con vitaminas, myo-inositol 100 mg-litro'1, sacarosa 3, Gelgro 0.4% y AIA 0.06 mg~|itro’1. La tasa de respuesta de las an-
teras fue del 7.6% y las plantas obtenidas fueron diploides (2n=24) y mixoploides (n=12, 2n=24, 3n=36 y 4n=48).

PALABRAS CLAVE: Haploides, medios de cultivo, reguladores del crecimiento, cultivo de tejidos, in vitro.

ANTHER CULTURE IN HUSK TOMATO (Physalis ixocarpa Brot.)
SUMMARY

In order to explore the sucess in obtaining haploid plants, which once duplicated the chromosome number they can be used in plant
breeding, a basic methodology was estabished for in vitro anther culture of husk tomato. Murashige and Skoog (1962) (MS), Chu
(1981) (N6) and Nitsch and Nitsch (11969) (NN) solid media; two kinds of agar (agar-agar "Merck" and Gelgro "ICN"); 1, 3, 6, 12 and
15% sucrose and different cytokinin (kinetin and benziladenine) and auxin (indolacetic acid and 2,4- dichlorofenoxiacetic acid)
combinations were tested. Plantlets were obtained within six weeks of culture on N6 medium supplemented by vitamins, 100
mg-litro™ myo-inositol, 3% of sucrose, 0.4% of Gelgro and 0.06 mg-litro™ of indolacetic acid. The anthers gave rise to plantlets in

7.6% and they were diploid (2n=24) and mixoploid (n=12, 2n=24, 3n=36 and 4n=48).

KEY WORDS: Haploids, culture medium, growth regulators, tissue culture, in vitro.

INTRODUCCION

El cultivo de anteras es una de las técnicas mas
sencillas para obtener callo, embriones y plantas
haploides derivadas de las microsporas en un tiempo
relativamente corto. La duplicacién de cromosomas de
las plantas haploides mediante la aplicacion de colchicina
en las etapas tempranas del desarrollo permite obtener
diploides, los cuales pueden ser utilizados para producir
lineas isogenéticas en una o dos generaciones, mientras
que a través de los métodos convencionales de
mejoramiento  se requieren numerosos ciclos de
autofecundacion para obtenerlas.

En 1964, Guha y Maheshwari descubrieron que el po-
len de Datura innoxia podria ser modificado en su creci-
miento normal hacia la formaciéon de embriones, por el

simple hecho de cultivarlo intacto dentro de la antera.
Desde entonces, la formacién de plantas se ha logrado
directamente via androgénesis (formaciéon de embriones
a partir de las microsporas) o indirectamente via callo, en
cerca de 200 especies, principalmente de las familias
Solanaceae, Gramineae y Cruciferae (Bajaj, 1983.)

El proceso de androgénesis esta afectado por nume-
rosos factores, entre los que destacan el genotipo y esta-
do fisiologico de la planta donadora, la etapa de desarro-
llo de las microsporas, el pretratamiento de las anteras, la
composicion del medio de cultivo y el ambiente de incu-
bacién. Como consecuencia de lo anterior, la principal
dificultad en el cultivo de anteras y polen en la mayoria
de las especies estudiadas, es la baja frecuencia de plan-
tas producidas (Chu, 1982; Bajaj, 1983). Segun Sunder-
land y Dunwell (1977), algunas Solanaceas presentan
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androgénesis en un medio basal simple con vitaminas y
concentraciones bajas de sacarosa (2-5 %), la adicion de
reguladores de crecimiento puede inhibir la respuesta in
vitro u originar la formacioén de callo. Asimismo, la etapa
de desarrollo de las microsporas mas adecuadas para el
cultivo de anteras es la de microspora uninucleada, obte-
niéndose también buenos resultados con microsporas
justo antes, durante o justo después de la primera mito-
sis.

En poblaciones de plantas regeneradas a partir de an-
teras cultivadas, no soélo llegan a obtener haploides, tam-
bién es comun la formaciéon de no haploides (incluyendo
diploides, poliploides y aneuploides). Tanto en especies
que muestran embriogénesis directa, como en aquellas
que producen callo (Chu, 1982; Bajaj, 1983).

George y Rao (1979), al cultivar anteras de Physalis
minima, obtuvieron solamente plantas triploides (3n=72).
La respuesta de las anteras (16.7%) se logré en el medio
MS suplementado con agua de coco 15% y acido nafta-
lenacético (ANA) 0.1 mg-litro’1, después de seis semanas
en cultivo.

El tomate de cascara es una planta aldgama obligada,
caracteristica que dificulta su mejoramiento por métodos
tradicionales, encontrandose una gran variedad en cuan-
to a habito de crecimiento, color, tamafo, forma y firmeza
del fruto, precocidad y rendimiento (Pefa y Marquez,
1990 ). El cultivo de anteras de esta especie podria per-
mitir el uso de diploides homocigotos, con objeto de ini-
ciar un programa de mejoramiento por hibridacién. Par-
tiendo de lo anterior, los objetivos del presente trabajo
fueron el generar una metodologia para el cultivo de an-
teras en tomate de cascara, asi como analizar el estado
de ploidia de las plantas obtenidas.

MATERIALES Y METODOS

Los medios de cultivo Murashige y Skoog (1962)
(MS), Chu (1981) (N6) y Nitsch y Nitsch (1969) (NN) se
prepararon mezclando los componentes inorganicos,
vitaminas (glicina 2.0 mg-Iitro"1, tiamina-HCI 0.5 mg~|itro'1,
piridoxina-HCI 0.5 mg-litro'1, acido nicotinico 0.5 mg~|itro'1,
acido folico 0.5 mg-litro™"), myo-inositol 100 mg-litro™ y
sacarosa 30 g~|itro'1. El pH fue ajustado a 5.7+0.1. Se
utilizaron botones florales de plantas de tomate cultiva-
das en invernadero. El tomate utilizado fue el cultivar
Rendidora.

Se determiné la etapa de desarrollo de las anteras
mediante el método de tincién con acetocarmin, el cual
en su forma basica consistié en el aplastado de las ante-
ras tefiidas con una solucién de acetocarmin sobre un
portaobjetos y se observé al microscopio 6ptico a 400x
seleccionando los botones de 3 y hasta 5 mm de longitud
que presentaran anteras con microsporas en etapa uni-
nucleada. Los botones de estos tamafos se desinfesta-
ron con hipoclorito de sodio al 0.5 % durante 15 minutos.

Cultivo de anteras...

El material se mantuvo todo el tiempo en una solucion
antioxidante para disminuir el efecto de obscurecimiento
u oxidacion de las anteras, la cual estuvo formada por
acido citrico 150 mg-litro"1, acido ascorbico 100 mg-litro'1
y L-cisteina 25 mg-litro’1. Se establecieron 10 anteras por
frasco de cultivo, manteniéndose bajo un fotoperiodo de
16 horas y una intensidad luminica de 135 pmol-m?.s™ y
a 25+2°C.

Los factores en estudio fueron:
a) Medios de cultivo: MS, NN y N6.

b) Tipos de agar: agar-agar "Merck" 0.8% y Gelgro "ICN"
0.4 %.

¢) Sacarosa: 1, 3, 6, 12y 15%.
d) Reguladores de crecimiento: Acido indolacético

(AlA);benciladenina (BA); kinetina (K); acido 2,4 diclo-
rofenoxiacético (2,4-D).

AIA  (testigo, 02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.1 mg-litro™")

AIA  (0,0.1y 1.0 mg-litro™)+BA (0, 0.1 y 1.0 mg-litro™")

AIA (0, 0.1y 1.0 mg-litro™)+Ki (0, 0.1, 1- y 3.0 mg-litro™)

ANA (0, 0.001 y 0.1 mg-litro™")+BA (0, 0.1y 1.0
mg~|itro'1)

ANA (0, 0.001 y 0.1 mg-litro™")+Ki (0, 0.1, 1- y 3.0
mg-litro™)

2,4-D (0, 0.1y 1.0 mg-litro™)+Ki (0, 0.1, 1 y 3.0 mg-litro™)

K (0,0.2,0.4, 0.6, 0.8y 1.0 mg-litro™")

En los experimentos se utilizé un disefio experimental
completamente al azar con 10 repeticiones (sélo 5 en los
medios con reguladores de crecimiento), en un arreglo
factorial de tratamientos.

Para determinar el nivel de ploidia de las plantas ob-
tenidas in vitro se utilizd la metodologia sefalada por
Curtis (1981).

RESULTADOS Y DISCUSION
Oxidacion de anteras

Un gran porcentaje de las anteras en cultivo presenté
oscurecimiento con gran facilidad, designandose como
oxidacion a la aparicion de un color marrén en el tejido de
las anteras. Las anteras con oscurecimiento perdieron su
turgencia y su color verde en los primeros dias en cultivo,
adquiriendo finalmente una coloracion pardusca. Segun
Bidwell (1979), los cambios de coloracién en el tejido
son tipicos de una respuesta "al dano", en esta reaccion
esta involucrada la enzima polifenol oxidasa, la cual oxi-
da a los fenoles, produciendo quinonas, compuestos
toxicos e insolubles de color marrén. Esta reaccion es
importante en la respiracion pero también puede estar
activa en la senescencia. Partiendo de lo anterior y del



hecho de que en ninguno de los experimentos realizados
se observo algun tipo de respuesta en las anteras con
oscurecimiento, se consideré a este tejido como dafiado.
Las anteras que no sufrieron el fenémenos anterior ad-
quirieron una coloracion blanca, aumentando de tres a
cinco veces su tamanio inicial.

Medios de cultivo

Ninguno de los tres medios probados, MS, NN y N6
en su forma basal (sales inorganicas), fue capaz de pro-
mover algun tipo de respuesta en las anteras. En relacion
al oscurecimiento de las anteras, se encontraron diferen-
cias significativas dependiendo del medio de cultivo utili-
zado. El medio N6 fue el que presenté menor numero de
anteras oxidadas (Cuadro 1). Esta diferencia puede de-
berse a que el medio N6 (Chu, 1981) contiene menos
nitrogeno en forma de amonio (463 mg~|itro’1 de sulfato
de amonio), que los medios MS (1650 mg~|itro’1 de nitrato
de amonio) y NN (720 mg~|itro’1 de nitrato de amonio), lo
cual puede indicar toxicidad del amonio para las anteras
de tomate de cascara.

CUADRO 1. Numero de anteras de tomate de cascara (Physalis
ixocarpa Brot.) oxidadas en tres medios de cultivo.

Medios de Cultivo Media
Murashige y Skoog (1962) 5.05a"
Nitsch y Nitsch (1969) 540 a
Chu (1981) 3.05 b

“ Medias con la misma letra dentro de columnas no son significativa
mente diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey (P=0.05).

Tipos de agar

No se detectaron diferencias significativas en el uso
de agar "Merck" o de agar "Gelgro" para un mismo medio
de cultivo, respecto al nUmero de anteras oxidadas. No
obstante, la interaccién entre medios de cultivo y tipo de
agar si fue estadisticamente diferente (Cuadro 2). En los
medios con agar "Gelgro", la respuesta en la oxidacion
de las anteras fue mas notoria ya que resulté ser el que
produjo menos anteras con oscurecimiento en promedio,
para el medio N6 y no siendo asi para MS, siendo el mas
recomendable para el cultivo de anteras de la especie en
estudio usando el medio N6.

CUADRO 2. Numero de anteras de Physalis ixocarpa Brot. con
oxidacion en los medios de cultivo MS, N6 y NN, para
cada marca de agar.

MEDIO DE CULTIVO

Marca de
Agar Murashige y Chu Nitsch y Nitsch
Skoog (1962) (1981) (1969)
Agar "Merck" 44 p* 3.7a 53a
Agar "Gelgro" 5.7a 24 b 55a

* Medias con la misma letra dentro de columnas no son significativa-
mente diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey (P=0.05). Diferen-
cia minima significativa=1.1.
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Sacarosa

La diferentes concentraciones de sacarosa emplea-
das, no tuvieron efecto alguno sobre la induccion de res-
puestas en las anteras, en ninguno de los medios de
cultivo probados. El andlisis de varianza para la oxidacién
u oscurecimiento de las anteras, mostré diferencias signi-
ficativas entre las concentraciones de sacarosa probadas
en los diferentes medios de cultivo (Cuadro 3). EI medio
N6 fue el que produjo menos anteras con oscurecimiento
en promedio, en comparacién con los medios MS y NN
(Cuadro 3). Por otro lado, el oscurecimiento en los me-
dios con sacarosa al 1, 3 y 6% fue significativamente
menor que en los medios con sacarosa al 12 y 15%
(Cuadro 4). Este ultimo podria explicarse considerando
que durante la esterilizacién del medio de cultivo se pro-
duce la degradaciéon de la sacarosa, formandose un
compuesto téxico, que puede inhibir la embriogénesis
(Sunderland y Dunwell, 1977; Margara, 1988). Por lo
tanto, en los medios con concentraciones altas de saca-
rosa podria acumularse dicho compuesto, promoviendo
un dafo a las anteras, lo cual se traduciria en un mayor
oscurecimiento del tejido.

CUADRO 3. Numero de anteras de Physalis ixocarpa Brot. con
oxidacion en tres medios de cultivo con diferentes
concentraciones de sacarosa.

Medios de Sacarosa Oxidacion

Cultivo (%) (%)

Murashige 1 80.5
Skoo!

y( ] 962)9 3 83.3

6 91.5

12 94.3

15 93.5

Nitsch y 1 56.9
Nitsch

(1969) 3 66.6

6 65.2

12 85.7

15 88.6

Chu 1 84.6

(1981) 3 80.5

6 76.2

12 95.1

15 97.9

CUADRO 4. Numero de anteras de Physalis ixocarpa Brot. con
oxidacion en diferentes concentraciones de sacarosa

in vitro.
Sai;:')o sa Medias
15 6.73 a*
12 6.60 a
6 560 b
3 553 b
1 533 b

“ Medias con la misma letra no son significativamente diferentes de
acuerdo a la prueba de Tukey (P=0.05); Diferencia minima significati-
va=0.75.
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Reguladores de crecimiento

Los uUnicos tratamientos que promovieron la respuesta
in vitro de las anteras fueron los tratamientos con regu-
ladores de crecimiento. La principal respuesta obtenida
fue la formacion de callo, y en menor medida la androgé-
nesis de las anteras; en ambos casos, debido a la poca
respuesta del tejido, no fue posible realizar un tratamien-
to estadistico de la informacién. Los Cuadros 5y 6 mues-
tran la respuesta de las anteras de tomate de cascara en
el medio N6 con diferentes concentraciones de auxinas y
citocininas. Puede verse que la formacion de callo fue
muy variable en los diferentes tratamientos, excepto en el
caso del medio con ANA 0.1 mg~|itro’1 +BA 1.0 mg~|itro’1,
el cual parece ser el mas adecuado para inducir la for-
macioén de callo en las anteras (Cuadro 6). En general, el
callo obtenido fue de color verde o color crema, presen-
tando un crecimiento rapido y una consistencia principal
friable, aunque también se obtuvieron callos compactos.

En el medio con AIA 1.0 mg-litro'1 se presento forma-
cion de raices mientras que en el medio con 2,4-D 1.0
mg-litro™ + BA 0.1 mg-litro” se presentaron raices sin
formacién de callo; estas respuestas fueron claramente
inducidas por la concentracion de auxina. En el caso de
las combinaciones con BA 1.0 mg-litro™" se presento callo
con formacién de brotes, independientemente de la con-
centracién de auxinas empleadas; indicando lo anterior
que el BA es un regulador de crecimiento importante para
inducir la diferenciacién del callo. Cabe mencionar que en
ninguno de los casos se observo el crecimiento de los
brotes, solamente su formacion.

La androgénesis de las anteras se logré inducir en el
medio N6 con bajas concentraciones de AIA (0.02 6 0.06
mg-litro™"), asi como en el medio con Ki 0.6 mg-litro™". Las
plantas formadas fueron normales, con sus dos cotiledo-
nes y raiz principal, detectandose a simple vista, después
de 6 semanas. La tasa de respuesta fue muy baja, de
7.6% en el medio con AlA 0.06 mg~|itro‘1 (dos plantas por
antera) y alrededor del 4.5% en otros dos casos (una
planta por antera). Con el fin de obtener mas material
para analizar, se repitié la siembra de anteras utilizando
las concentraciones de reguladores de crecimiento que
promovieron la androgénesis, encontrandose que sélo la
respuesta en el medio N6 con AIA 0.06 mg-litro'1 fue re-
producible. En este segundo establecimiento, las plantas
contenidas, fueron anormales, con un solo cotiledén en
forma de corola y un habito de crecimiento multiple.

En base a los resultados obtenidos, se concluyé
que AIA es necesario a bajas concentraciones, (0.06
mg-litro™), para inducir la androgénesis de las anteras de
tomate de cascara. Asimismo, puede sefalarse que al
igual que en otras especies de Solanaceas (Sunderlan y
Dunwell, 1977), se logré inducir la androgénesis en un
medio basal simple (N6), con vitaminas y una concentra-
cién baja de sacarosa (3%).

Cultivo de anteras...

CUADRO 5. Respuesta de las anteras de Physalis ixocarpa Brot.
en el medio N6 con diferentes concentraciones de
AlA + Kiy AIA + BA.

AIA Citocinina Anteras Anteras con Otro tipo de
(mg-litro”)  (mglitro”)  sembradas callo® respuesta’
- - 21 14.7)
0.02 - 19 3(15.8) Planta completa
0.04 - 22 4(18.2)
0.06 - 26 5(19.2) Planta completa
0.08 - 21 4 (19)
- 0.1 23 0
- 0.2 21 1(4.7)
- 0.4 21 0
- 0.6 23 14.3) Planta completa
- 0.8 21 0
- 1.0 24 4(16.6)
- 3.0 26 2(7.7)
0.1 - 16 0
0.1 0.l 21 1(4.7)
0.1 0.1 21 1
0.1 3.0 22 0
1.0 - 24 14.2) Callo con raices
1.0 0.1 18 1(5.5)
1.0 1.0 20 4 (20)
1.0 3.0 18 2(11.1)
- 0.1 18 3(16.6)
- 1.0 27 4(14.8) Callo con yemas
0.1 0.1 24 2(8.3)
0.1 1.0 19 0
1.0 0.1 23 8 (34.8)
1.0 1.0 13 6 (46.1) Callo con yemas

* Los numeros enteros entre paréntesis son porcentajes de formacion
de callo.
Y La respuesta se evalud seis semanas después de la siembra

CUADRO 6. Respuesta de las anteras de Physalis ixocarpa Brot.
en el medio N6 con diferentes concentraciones de
ANA+Ki, ANA+BA y 2,4-D+ BA.

Auxina Citocinina Anteras Anteras con Otro tipo de
(mg-litro”)  (mgdlitro”)  sembradas callo® respuesta’
0.001 - 23 3(13)
0.001 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 0.1 21 3(14.3)
0.001 1.0 24 2(8.3) Callo con yemas
0.1 - 21 5(23.8)
0.1 0.1 20 5 (25)
0.1 1.0 22 15 (68.2) Callo con yemas
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 Raices
1.0 1.0 25 0
1.0 3.0 24 0

* Los numeros entre paréntesis son porcentajes de formacion de callo.
Y La respuesta se evalud seis semanas después de la siembra



Analisis citolégico de las plantas obtenidas

El analisis de la ploidia de las plantas obtenidas, de-
mostré que en el caso de las plantas normales, estas
fueron diploides, con 24 cromosomas. La explicacion a lo
anterior puede darse considerando dos opciones: (1) Que
las plantas se formaron a partir de algun tejido diploide
de la antera como puede ser el tejido conectivo, medio,
filamento, epidermis, endotecio o tapete, 6 (2) Que pro-
vienen del tejido haploide de las microsporas y doblaron
su numero cromosomico en forma espontanea, durante
algun momento de su desarrollo.

Los haploides doblados en forma espontanea, se han
detectado en especies como cebada (Islam ef al., 1992) y
arroz (Guiderdoni et al., 1992).

Las plantas anormales, obtenidas en la segunda
siembra con AIA 0.06 mg-litro™", fueron mixoploides, con
12, 24, 36 y 48 cromosomas en sus células. En base a
este resultado podemos apoyar la idea del origen haploi-
de de las plantas obtenidas in vitro y su posterior dobla-
miento de cromosomas, en forma espontanea.

CONCLUSIONES

Se logré establecer una metodologia preliminar para
el cultivo in vitro de anteras de tomate de céscara, obte-
niéndose plantas diploides (2n=24) y mixoploides (n=12,
2n=24, 3n=36 y 4n=48) después de seis semanas en
cultivo. El medio de cultivo mas adecuado fue el N6 con
vitaminas completas (Glicina 2.0 mg-litro'1, tiamina-HCI
0.5 mg-litro™, acido nicotinico 0.5 mg-litro™, acido félico
0.5 mg-litro™ y biotina 0.05 mg-litro”, myo-inositol 100
mg-Iitro'1, sacarosa 3%, “Gelgro” 0.4% y AIA 0.06
mg-Iitro'1.
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