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INDUCCION DE BROTES in vitro A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES
DEL TOMATE (Lycopersicon esculenturm MIl) HIBRIDO BLAZER
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RESUMEN old seedlings were aseptically cul-
tured on a Murashige and Skoog medium

Se determinaron la combinacidn y 1las suplemented with 0.1, 1 or 10 UM AIA
concentraciones Optimas de acido in- combined with 1, 5 or 10 uM BAP or K,
dol-3-acético (AIA) con 6-bencilami- under defined enviromental condi-
nopurina (BAP) o <cinetina (K), para tions. The AIA-BAP combination was
1a induccion de brotes in vitro a significantly better for shoot-in-
partir de explantes foliares del to- duction than the AIA-K combination,
mate hibrido Blazer. Log explantes while the best concentrations were 1
aislados de plantulas de 10 dias de UM for AIA and 10 uM for both cytoki-
edad, ge cultivaron asépticamente en nins.
medio Murashige-Skoog adicionado con
0.1, 1 o 10 uyM de AIA, en combinacion
con 1, 5 © 10 HM de BAP o K, bajo ADDITIONAL INDEX WORDS
condiciones ambientales controladas.
La combinacién AIA-BAP resulté signi- Micropropagation, in vitre somatic or
ficativamente superior a 1la combina- gancgenesis =
cidén AIA-K en 1a induccidén de Brotes;
y la concentracién optima fue 1 UM INTRODUCCION
para AIA ¥y 10 uM para ambas cito-
cininas. En nuestro pals el tomate es un

importante recurso alimenticio que se
cultiva a gran escala y que genera

PALABRAS CLAVE ADICIONALES empleos y divisas por exportaciodn.

Sin embargo, existen limitaciones pa-

Micropropagacién, Organogénesis soma- ra el establecimiento de siembras
tica in vitro comerciales con semillas mejoradas

por su alto costo de importacion,
particularmente en el caso de los

SUMMARY hibridos comerciales, los cuales no

son propagables por semillas resul-

The best combination and concen- tantes de autofecundacidn, debido a

tration of indole-3-acetic acid (AIA) 1a djsmjnucjén en el caracter de he-

with  6-bencylaminopurine (BAF)  or terosis mostrada entre una genera-
kinetin (K) were determined for the cidn y otra.

in vitroe shoot-induction from leaf

explante of the tomato hybrid Blazer. Por lo anterjor, es necesaria la

Leaf explants isolated from 10-day- biisqueda de otras alternativas como

los métodos de propagacidn in vitro,

1 Laboratorio de Biologia Experimen- que proveen de una herramienta capaz

tal. Facultad de Ciencias. UNAM. de producir grandes cantidades de

México, D.F. 04510. brotes adventicios a partir de ex-
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plantes del tejido original, suscep-
tibles de ser 1llevados a plantas
maduras (Murashige, 1974).

induccidn de brotes de tomate ha
sido lograda previamente, a partir de
meristemos apicales, talles, hipoco-
tilo y hoja (Gunay y Rao, 1980;
Kartha et al., 1976 y 1977; Padma-
nabhan et al., 1974; Locy, 1983). No
obstante, se han observado diferen-
cias en la respuesta de los explantes
de una especie a las condiciones in
vitro, aidn en Tla misma variedad, por
lo cual resulta necesario definir las
condiciones de cultivo especificas
para el material bioldgico empleado
en la micropropagacion.

La

Uno de Tos aspectos mas importantes a
considerar es el tipo y concentraciodn
de auxinas y citocininas en el medio
nutritivo (Murashige, 1974). En este
sentido, en el presente trabajo, se
buscd definir la combinacidn y con-
centraciones Optimas de fitorregula-
dores que indujeran el mayor nlmero
de brotes por explante foliar del
tomate hibrido Blazer y posibilitar
asi su propagacidn in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon semillas del tomate hi-

brido Blazer, 1las cuales fueron
desinfectadas superficialmente con
etanol al 70% durante 30 segundos,

seguidos de hipoclorito de calcio al
10% durante 10 minutos y nuevamente
colocadas en etanol al 70% durante 30
segundos, para finalizar con varios
enjuagues de agua destilada estéril,
de acuerdo al método descrito por
Soriano (1977). Posteriormente se
sembraron bajo condiciones asépticas
en frascos de cultivo conteniendo 25
ml de agar bacterioldgico Bioxon al
1% con pH 5.8, e incubadas durante 10
dias a 26°C constantes en obscuridad.
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Una vez obtenidas 1las plantulas, se
procedid a fragmentar los foliolos en
explantes de aproximadamente 2 a 3
mm, mismos que fueron sembrados en
frascos de cultivo conteniendo 25 ml
del medio basal Murashige-Skoogd
(1962) suplementado con sacarosa al
3% y agar al 1%, ademas de 0.1, 10
10 pM de AIA en combinacidn con 1, 5
o 10 uyM de BAP o K. E1 pH del medio
se ajustd a 5.8 antes de ser este-
rilizado en autoclave a 1.15 kg/cm2
durante 20 minutos.

Se incluyd un tratamiento testigo en
el cual el medio de cultivo estaba
libre de fitorreguladores. Se prepa-
raron 10 repeticiones para cada tra-
tamiento, con c¢inco explantes cada
uno.

Los explantes sembrados, se mantuvie-
ron durante 35 dias en una camara de
cultivo a 26°C con iluminacidn cons-
tante (1000 Tux), al final de Tlos
cuales se procedid a cuantificar -el
nimero de brotes por explante, con-
siderando como brote a aquellas es-
tructuras adventicias semejantes a
tallos u hojas mayores o iguales a
0.5 cm de Tongitud.

RESULTADOS Y DISCUSION

A diferencia del tratamiento testigo,

en el cual no hubo respuesta, en
varias combinaciones de fitorregula-
dores se observd el inicio- de pro-
liferacidon celular en 1los explantes
después de ocho dias de cultivo.
Después de 35 dlas, se aprecid una
mayor tendencia a la induccidn de

proliferacidén celular con los explan-
tes cultivados en presencia de con-
centraciones intermedias de AIA (1.0
M) . E1 grado de crecimiento del
callo también se encontrd ligado a la

concentracion de BAP o K, ya que fue
mayor con los niveles altos de ci-
tocinina (10 pM). La proliferacidn
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cetular formada presentd una textura

granulosa, friable en Tlas porciones
mids externas y compacta en las in-
ternas, con un color verde claro por
lo general.

La formacidn de ralces inicid a los
ocho dias de cultivo, y después de 35
dias se observd que en altas con-
centraciones de AIA combinadas con
bajas concentraciones de citocinina
(BAP o0 K) se estimuld la formacidn de
raices adventicias, cuyo nivel de in-
duccidn decrecia conforme disminuia
la concentracidn de auxina.

Después de 14 dias de cultivo se
observd 1la formacidén de yemas y a los
15 dias la formacidn de brotes, ge-
neralizdndose a los 21 dias para la
mayoria de los tratamientos. A los
35 dias de cultivo se procedid al
recuento de los brotes por explante
en cada réplica; los valores promedio
se encuentran en los Cuadros 1 Yy 2.
E1 analisis de varianza a distribu-
cidn libre de Kruskal-Wallis (Hollan-
der vy Wolfe, 1973), mostrd diferen-
cias significativas respecto al ni-
mero de brotes inducidos por trata-
miento, adn al nivel 0.001 de proba-
bilidad.

En los Cuadros 3 y 4 se observa que
el promedio de brotes formados en los
explantes, representado por la suma
de rangos para cada tratamiento, dis-
minuye conforme se reducen 1os ni-
veles de citocinina, tanto en el caso
de la combinacidn de AIA-BAP como en
la de AIA-K. Sin embargo, no es po-
sible afirmar que la concentracidn de
citocinina en el medio sea el factor
decisivo en dicho comportamiento,
pues cuando los explantes son culti-
vados en un medio adicionado con 10
UM de BAP o de K y con AIA en
concentracion de 0.1 pM, el nimero de
brotes disminuye, 1o que indica que
la respuesta de los explantes depende
del balance que guarden ambos fi-

201

ZARATE et al.

torreguladores en el medio, como ha
sido citado para otros casos (Mu-
rashige, 1974).

La mejor respuesta para la induccidn
de brotes se obtuvo con los explantes
cultivados en 10 pM de BAP o de K en
combinacidn con 1 uM de AIA. Para
comparar entre el efecto del tipo de
citocinina en combinacidn con AIA, se
aplicd la prueba U de Mann-Whitney
(Siegel, 1970), empleando Tlos prome-
dios del nimero de brotes por tra-
tamiento. Resultd que el efecto de
la combinacidn AIA-BAP sobre el nt-
mero de brotes inducidos es signi-
ficativamente superior al mostrado
por la combinacién AIA-K (p = 0.05),

lo cual apoya las observaciones he-
chas en otras variedades de esta
especie (Gunay y Rao, 1980; Kartha
et al., 1976).
CONCLUSIONES
1. La concentracién optima para Tla
induccidn de brotes in vitro de
Lycopersicon esculentum hibrido
Blazer a partir de explantes fo-

liares, es de 1 uM y 10 pM para la
auxina y citocinina, respectivamen
te.

2. La combinacidn AIA-BAP es mejor
para la induccidn de brotes que la
combinacidn de ATIA-K.

3. La presencia y el adecuado balance
de auxinas y citocininas en el me-
dio de cultivo son determinantes
para inducir la formacion de bro-
tes in vitro.
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Cuadro 1. Nimero promedio de brotes inducidos por explantes en la combinacidn AIA-BAPX, a los 35 dias de

cultivo.

AIA BAP Repeticiones

(uM) (uM) 1 2 3 4 5 b 1 ] 9 10 Hedla
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0.1 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0.1 5.0 0.0 1.8 0.0 0.0 0.0 0.0 1:2 1.6 3.2 0.6 2.04
0Ll 100 0.8 1.6 0.0 0.0 8.8 1.2 5.0 4.4 0.0 2.2 3.0
1.0 1.0 0.6 0.0 0.6 0.6 0.2 0.6 2.0 0.6 0.8 0.4 0.64
1.0 5.0 0.8 iyl S 1N 3.8 5.4 1.0 257 0.4 1.4 3.0 3.04
1.0 10.0 9.8 5.4 3.0 2.4 2.0 2.8 1.2 5.0 1.6 2.8 4.2
10.0 1.0 0.6 0.2 2.0 0.8 1.8 1.4 0.0 0.4 0.0 0.0 0.72
10.0 5.0 0.8 4.0 2.4 0.6 0.3 4.0 2.8 4.2 1.2 2.6 2.29
10.0  10.0 1.0 4.4 2.8 2.0 0.8 2.0 2.2 1.4 2.2 1.8 2.06

¥ (Cada valor es promedio de 5 explantes.

Cuadro 2. MNimero promedio de brotes inducidos por explantes en la combinacidn AIA-K¥, a los 35 dias de

cultivo,

AIR K Repeticiones

(uM)  (uM) I 7 3 [ 5 3 T B 9 10 fedia
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0.1 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.02
0.1 5.0 0.0 0.0 0.0 0.6 0.0 0.8 0.4 2.8 1.0 0.0 0.36
0.1 10.0 1.6 0.0 0.0 5.4 6.4 0.0 0.0 0.0 0.0 3.0 1.64
1.0 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
1.0 5.0 0.4 0.0 0.0 1.7 3.2 2.0 1.8 2.8 0.4 0.4 1.27
1.0 10.0 L5 2.8 3.6 3.0 2.6 3.4 0.8 5.0 1.2 6.4 3.03
10.0 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
10.0 5.0 2.0 0.8 0.2 0.2 0.4 0.0 1.6 0.8 0.6 0.4 0.7
10.0 10.0 1.0 4.4 0.8 |5 4.0 2.4 0.0 2.0 1.8 0.6 1.82

% Cada valor es promedio de 5 explantes.

202



ZARATE et al.

REVISTA FITOTECNIA MEXICANA, VOL. 11, 1988

(5070 5 d)
STTTBN-TB§SNJY ap sobuel ap sewns ap ard1j{pu uQroesedeo)
0°SL2 0 0
0°6L2 I 01
0°6Le I I
G g0¢ 1 10
AN ) 170
§T0gS 01 "0
0°p29 g 01
07659 g I
0°8¥L 01 01
G L98 01 I
1EIT3Spe)ss (Cy) (Wn) (Wn)
BTOURITSTIUDTS obuey dya Y1y
“N-¥1Y

UQTOBUTQWOD BT UB OJUaTWRieJ] ped eied sobues ap ewng “§ 0Jpen)

(5070 5 d)
STTTBH-TBYSNJY ap sobues ap sewns ap a[drj[pu uQlde.edwo)
0°591 0 0
07691 I 1°0
A I 01
0°91¥ I I
0°LSY g 1°0
G665 01 10
§'0L9 01 0T
§0L9 § 01
07989 S I
0°818 01 I
[BI135[pRISH (Cy) (Wn) (Kn)
BTOURITJTUBTS obuey dy8 $Ib
"dv8-yIY

UQTOBUTQWOD BT U3 0juBTwejeJ] eped eled sobues ap ewng "f 04pEN)

203



REVISTA FITOTECNIA MEXICANA, VOL. 11, 1988

BIBLIOGRAFIA
Gunay, A.L. and P.S. Rao. 1980. In
vitro propagation of hybrid tomato
plants (Lycopersicon esculentum L.)
using hypocoty1l and cotyledon
explants. Ann. Bot. 45:205-207.
Hollander, M. and D.A. Wolfe. 1973.
Nonparametric Statistical Methods.
John Wiley & Sons. New York. pp. 503.
Kartha, K.K., 8. Champoux, 0.L.
Gamborg, and K. Pahl. 1977. In vitro
propagation of tomato by shoot apical
meristem culture. J. Am. Soc. Hort.
Sci. 102(3):346-349.
e T V. S epet TRRTY- O.L. Gamborg, Ja P
Shyluk, and F. Constabel. 1976.
Morphogenetic investigations on in
vitro leaf culture of tomato (Ly-
copersicon esculentum Mil1l. cv.
Starfire) and high frecuency plant
regeneration. Z. Pflanzenphysiol.

77(4):282-301.

204

BROTES in vitro EN TOMATE

Callus formation
explants of six
J. Bot.

R.D. 1983.
organogenesis by
species.

Locy,
and
Lycopersicon
61:1072-10789.

Can.

Plant
cultures.
25:135-186.

Murashige, T. 1974.
through tissue
Plant Physiol.

propaga-
tion Ann.

Rev.

and F. Skoog. 1962.
A revised medium for rapid growth and
bioassays with tissue cul-
Physiol. 15:473-397.

tobacco
tures. Plant.
ESEC Paddock and
Plantlet formation
esculentum leaf
52:1429-1432.

Padmanabhan, V.,
W.R. Sharp. 1974.
from Lycopersicon
callus. Can. J. Bot.
Estadistica no Pa-
México. pp. 344.

1970.
Trillas.

Siegel, S.
ramétrica.

Aislamiento de
de tejidos de
Facul-
54 p.

J. 1977.
a partir

Tesis Profesional.

UNAM, México.

Soriano G.,
protoplastos
jitomate.

tad de Quimica,



