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ABSTRACT

The influence of different compounds of the culture media such as hormone and sucrose concentrations and the
type of gelling agent on regeneration of tomato (Lycopersicon esculentum Mill) plants from cotyledons and leaves of
cultivar Campbell 28 was studied. It was established that, for cotyledons, the optimal concentrations of zeatine and
indolacetic acid are 0.5 and 0.1 mg/L, respectively, in a culture media with 20 g/L of sucrose and 0.2% of Gel-Rite,
where the average amount of shoots obtained per explant was 2.75. In the case of leaves, the optimal conditions
for regeneration were achieved with 0.5 mg/L of zeatine and 0.4 mg/L of indolacetic acid in a culture media,
containing 20 g/L of sucrose and 0.7% of agar, and reaching three shoots per explant.
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RESUMEN

Se estudié la influencia de diferentes componentes del medio de cultivo, como la concentracién de hormonas y de
sacarosa y el tipo de agente gelificante sobre la regeneracién de plantas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill)
a partir de cotiledones y hojas de la variedad Campbell 28. Se establecié que para cotiledones las concentraciones
6ptimas de zeatina y dcido 3 indol acético (AlA) son: 0,5y 0,1 mg/L, respectivamente, en un medio con 20 g/L de
sacarosa y 0,2% de Gel-Rite, donde la cantidad de brotes obtenida por explante fue de 2,75 como promedio. En el
caso de las hojas, las condiciones 6ptimas de regeneracién se obtuvieron con 0,5 mg/L de zeatina y 0,4 mg/L de
AlA en un medio que contiene 20 g/L de sacarosa y 0,7% de agar; de este modo se alcanzé tres brotes por explante.

Introduccién

El tomate (Lycopersicon esculentum Mill) es una de
las principales plantas horticolas que se siembra en
Cuba, y ademas de consumirse a gran escala en esta-
do fresco constituye una fuente importante de mate-
ria prima para la industria de conservas. Entre las
variedades que se cultivan en nuestro pais sobresale
por su importancia Campbell 28, que abarca alrede-
dor de 8 100 ha en todo el pais. Sin embargo, esta
variedad es afectada por diferentes plagas y enfer-
medades, entre las cuales se encuentran los
geminivirus, que disminuyen las producciones de to-
mate hasta en un 100% (MINAGRI, 1996, comuni-
cacion personal). Por los métodos convencionales de
mejoramiento resulta muy dificil obtener plantas con
un nivel de resistencia adecuado, lo que pudiera
lograrse por medio de la ingenieria genética [1-4].

Se ha demostrado que para la manipulacién
genética de las plantas se requieren procedimien-
tos eficientes de regeneracion a partir de diferen-
tes explantes. Existen diferencias en cuanto a la
capacidad de divisidn celular y regeneracién en las
plantas de tomate. Dicha capacidad esta determi-
nada por el genotipo, las condiciones de cultivo,
el estado fisioldgico de la planta y el tipo de
explante utilizado [5-8].

La regeneracion a partir de cotiledones y hojas
ha sido estudiada en diferentes variedades de to-
mate y se ha visto que ésta ocurre via organogénesis
directa e indirecta [9-15].

28, Autor de correspondencia
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El objetivo del siguiente trabajo es establecer las condi-
ciones de regeneracion de plantas a partir de cotiledones
y hojas de la variedad de tomate Campbell 28.

Materiales y Métodos

Los explantes de cotiledones y de hojas fueron obteni-
dos a partir de germinados y plantas, respectivamen-
te, cultivados in vitro. Para ello, las semillas de toma-
te de la variedad Campbell 28 fueron esterilizadas con
hipoclorito de sodio al 3% durante 20 min, se enjua-
garon cuatro veces con agua destilada estéril y se sem-
braron en medio de Murashige y Skoog (MS) [16],
que contenia 30 g/L. de sacarosa y 0,8% de agar.

Las plantas se obtuvieron a partir de apices pro-
venientes de germinados de 13-16 dias. Estos dpices
se sembraron en MS suplementado con 30 g/L de sa-
carosa y 0,7% de agar.

Regeneracién a partir de cotiledones

Los cotiledones fueron escindidos a partir de ger-
minados de 10-13 dias, cortados por los extremos y
puestos sobre el medio de regeneracion con el haz hacia
abajo. Se realizaron los siguientes experimentos:

Experimento I. Establecimiento de la combinacidn
dptima de zeatina y 4cido 3 indol acético (AIA) para
la formacion de brotes a partir de cotiledones. El me-
dio de cultivo contenia2 sales y:vitaminas MS, 30 g/L
de sacarosa, zeatina (0,5-2 mg/L), AIA (0,2-4 mg/L)
y agar 0,8% (Tabla 1).
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Tabla 1. Regeneracion de brotes a partir de cotiledones
en medio con diferentes combinaciones de zeatina y
AlA. Experimento 1.

(Z + AlA) Brot/expl Frgcuenc‘ia Brof'r_/e.xpl ?ofgl&s
mg/L ' regenerado e e)::[: . (eficiencia de
regenerados (%) regeneracion)

0,5+02 1,76 0,20 83.3 1,46 £ 0,19
05+05 213=%0,27 85,7 1.82 + 0,27
05+10 2152031 63,3 1,36 +0,43
0,5+20 1,00=+022 23,3 0,23 £0,13
0,5 + 4,0 . 5 -
1,0+0,2 2,12+0,26 71,4 1,51 £0,12
1,0+0,5 1,07+0,21 40,0 0,42 £ 0,13
1,0+1,0 1,18 0,26 36,6 0,43 £0,15
1,0+20 1,75+0,34 13,3 0,23 £0,14
1,0+ 40 2,50+0,62 10,0 0,25 = 0,25
20+0,2 1,50+0,33 171 0,25 0,14
20+05 1,50+0,32 22,8 0,34 0,18
20+1,0 - - -
2,0+20 1,000,714 8,5 0,08 + 0,08
2,0 + 4,0 « . -

El nomero de brotes por explante (brot/expl) se muestra con
el error estandar. Para cada combinacidn se usaron 35 explantes.

Experimento 2. Efecto del Gellum-gum o Gel-Rite
como agente gelificante sobre la formacion de brotes
en medio suplementado con las sales y vitaminas MS,
30 g/L de sacarosa, zeatina 0,1- 2mg/L, AIA 0,1-
2 mg/L, Gel-Rite 0,2% (Tabla 2).

Experimento 3. Determinacién de la concentracion
optima de sacarosa para la regeneracién a partir de
cotiledones. El medio de cultivo contenia sales y vi-
taminas MS, sacarosa 5-60 g/L, zeatina 0,5 mg/L,
AIA 0,1mg/L, Gel-Rite 0,2% (Tabla 3).

Regeneracién a partir de hojas

Los explantes se obtuvieron cortando las hojas en
segmentos de 1 cm? y se pusieron con el haz hacia
el medio. Las hojas que se tomaron fueron la pri-
mera, segunda y tercera contando a partir del 4pice.
Las plantas seleccionadas tenfan de cinco a seis
semanas de cultivo.

Se realizaron los siguientes experimentos:

Experimento 4. Establecimiento de la combinacion
optima de bencil aminopurina (BAP) y AIA para la

Tabla 2. Regeneracién de brotes a partir de cotiledones
en medio con 0,2% de Gel-Rite. Experimento 2.

Tabla 3. Regeneracién de brotes a partir de cotiledones en medio con diferentes concentra-

ciones de sacarosa. Experimento 3.

Brot/expl totales

Sacarosa Brot/expl Frecuencia de expl S Formacién
(g/L) regeneraF::Io regenerados (%)p (efncnir;crfcg;)rege- de callos
60 - - - +++
50 1,00 0,21 6,6 0,06 + 0,04 -
40 1,50 + 0,40 16,0 01,24 £ 0,11 ++
30 1,50+ 0,12 64,0 0,96 +£0,14 ++
20 1,84 +0,21 95,0 1,75+ 0,17 +
10 1,42 £ 0,38 23,3 0,33 +0,22 +
5 1,00£0,16 33 0,03 + 0,03 +

El numero de brotes por explante (brot/expl) se muestra con el error estandar. Para cada combinacién
se usaron 30 explantes. +: escasa formacién de callos; +++: abundante formacion de callos.

formacion de brotes a partir de explantes de hojas.
El medio de regeneracion contenia sales MS, vita-
minas B-5 [17], sacarosa 30 g/L, BAP 1-4 mg/L, AIA
0,2-1 mg/L, agar 0,7% (Tabla 4).

Experimento 5. Establecimiento de la combina-
cién dptima de zeatina y AIA para la formacion de
brotes a partir de explantes de hojas. El medio de
regeneracidn contenia sales y vitaminas MS, saca-
rosa 30 g/L, zeatina 0,5-2 mg/L, AIA 0,2-0,8 mg/L,
agar 0,7% (Tabla 5).

Experimento 6. Determinacion de la concentracion
Optima de sacarosa para la induccién de brotes a partir
de explantes de hojas. El medio contenia sales y vi-
taminas MS, zeatina 0,5 mg/L, AIA 0,4 mg/L, saca-
rosa 5-30 g/L. agar 0.7% (Tabla 6).

Experimento 7. Influencia de la edad de la planta
y la posicién de la hoja sobre la regeneracion a
partir de explantes de hoja. El medio contenia sa-
les y vitaminas MS, sacarosa 20 g/L, zeatina
0,5 mg/L, AIA 0,4 mg/L, agar 0,7%. Las edades a
evaluar fueron: cuatro, cinco y seis semanas desde
que se cultivo el apice. Las hojas fueron: la prime-
ra, segunda y tercera contando a partir del apice
hacia la raiz (Tabla 7).

En todos los medios el pH fue ajustado a 5,8 antes
de autoclavear y los cultivos se mantuvieron en cuar-
tos iluminados a una temperatura de 25 °C con un
régimen de 16 h luz por 8 h de oscuridad.

En todos los experimentos se evaluaron el nime-
ro de brotes por explante que regenerd, la frecuencia
de explantes que regeneran (por ciento) y el nimero
de brotes por explantes totales (eficiencia de regene-
racién). En los experimentos.3 y 6 se considerd la
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Frecuencia  Brot/expl totales T . )

(Z+A|LA) reBr::‘/eE:;%lo de expl (eficie’:'lcia de formacion de callos. ;?.M}Jrashlg'z T, Sko;g F.dAbrevtsed me};
o \ S : . wi i i
mg/! 9 regenerados (%) regeneracién) Se empled un andlisis de varianza factorial (3 x3) [T ifiie cultures. Phyeiel Plant
0,1+0,1 2,00+0,30 50,0 0,50 + 0,38 para el experimento 7. donde los factores fueron las  1962;15:473-97.
0,1+02 2,16+0,45 40,0 0,86 £ 0,30
0,1+0,5 1,20+0,21 33,3 0,40+0,14
0,2+0,1 2,00+0,52 45,7 0,94+0,18 Tabla 4. Regeneracion de brotes a partir de explantes de hojas en medio suplementado con BAP
02+02 185+0,19 66,6 1,23+0,28 y AlA. Experimento 4.
02+0,5 1,72+0,27 51,4 088+0,17 . Brot/expl totales
g ‘ ¢ Brot/expl Frecuencia de expl LEOPS

05+0,1 2,75+0,52 57,1 1,57 £ 0,39 (BAP+AIA) mg/L regenerado regenerados (%) (eficiencia de
05+02 2,12+0,42 53,3 1,13+0,36 regeneracion)
05+0,5 175+0,87 26,6 0,460,716 1,0 +0,2 1,92+0,34 61,9 1,19 £ 0,59
10+0,1 1,47+0,71 31,4 0,45+ 0,25 20+02 1,25+0,17 50,0 0,62 +0,16
10+02 1,35£020 371 0,48£0.33 4,0 +0,2 2,50+ 0,35 47,6 1,19 £0,26
10+0,5 1,23:0,19 28,5 0,37 £ 0,32 1,0+0,5 2,31:0,36 69,5 1,60 £0,27
Soady e e e 2,0 + 0,5 2,07 + 0,45 56,5 1,17 £0,39
20:02 100 66 0,06 £0,09 40+05 1,00£0,14 38,0 0,38 £0,07
20405 ) . i 1,0+1,0 1,85:0,30 66,6 1,23£0,21
20 + 1.0 ] ‘ : 2,0+1,0 1,66 £ 0,32 68,1 1,13+0,22
2,0 +2,0 . . . 40+1,0 1,66 +0,24 50,0 0,88 + 0,36

El nimero de brotes por explante (brot/expl) se muesira con el
error estdndar, Para cada combinacién se usaron 30 explantes.
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El numero de brotes por explante (brot/expl) se muestra con el error estandar. Para cada combinacién

se usaron 21 explantes.
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Tabla 5. Regeneracién de brotes a partir de explantes de
hojas en medios suplementados con zeatina y AlA.
Experimento 5.

. Brot/expl

(Z+AlA)  Brot/expl Frs:u:xmila iofalg.sp
Mol regenerado rogunerofls py (Sicenda do

05+02 125+0,40 33,3 0,16 £+ 0,21
1,0+0,2 270+0,64 40,0 1,06 £ 0,46
20+0,2 2,00+0,50 25,0 0,50+0,16
05+04 525+1,69 53,3 2,80+1,74
1.0+04 3,221x1,12 60,0 1,93+1,26
20+0,4 1,00 66,6 0,66
0,5+08 287+0,62 66,6 1,91+0,58
1,0+08 1,43+0,24 58,3 0,83 +0,28
20+08 190+0,08 83,3 1,58+0,15

El nomero de brotes por explante (brot/expl) se muestra con el
error estandar. Para cada combinacién se usaron 12 explantes.

hojas y las semanas. Las medias se compararon por la
prueba de rangos multiples de Duncan [18].

Resultados y Discusién

El proceso de regeneracion ocurre, como lo han de-
mostrado diferentes autores [5, 9, 19-22], en un me-
dio que contiene una combinacién de auxina y
citoquinina. Como se demuestra a continuacion se
confirmd la observacion de Kartha y cols. en 1976 [19]
que el medio que contiene BAP o zeatina a concen-
traciones de 0,5-5 mg/L combinada con AIA.
(0,1-0,5 mg/L) es efectivo para la regeneracion de
plantas a partir de cotiledones y hojas. Ademas de la
combinacién de fitohormonas, se comprobd que so-
bre la regeneracion influyen otros componentes del
medio como la sacarosa [6] y el agente gelificante
[23]. También se investigd otro factor para la rege-
neracién de hojas como es la edad del explante y su
posicién en la planta.

Regeneracién a partir de cotiledones

Se testaron varias concentraciones de zeatina y AIA
en un medio de induccién de brotes con el objetivo
de determinar la combinacién 6ptima para la rege-
neracion (Tabla 1). Se demostré que a medida que
aumenta la concentracién de AIA respecto a la de
zeatina disminuyen tanto ¢l por ciento de explantes
que regeneran como la eficiencia de regeneracion.
Por otra parte la mayor eficiencia de regeneracion se

Tabla 6. Regeneracién de brotes a partir de explantes de hojas en medio suplementado
con diferentes concentraciones de sacarosa. Experimento 6.

Sacarosa  Brot/expl  Frecuencia de expl Brot/expl totales (eficiencia Formacion
(g/l)  regenerado  regenerados (%r de regeneracion) de callos
5 1,09 £0,17 36,6 0,40£0,14 +
10 2,00 + 0,33 56,6 1,13+ 0,41 +
20 2,91 £0,52 80,0 2,33 £ 0,52 ++
30 1,83+0,22 60,0 1,10+0,25 +++

El ntmero de brotes por explante (brot/expl) se muestra con el error estandar. Parg cada combinacion
se usaron 30 explantes. +: escasa formacién de callos; +++: abundante formacién de callos.

obtuvo en el medio con la combinacién 0,5 mg/L de
zeatina mas 0,5 mg/L de AIA. Con esta combinacion
también resultd el mayor porcentaje de explantes que
regeneran. Estas concentraciones de zeatina y AIA
coinciden con las reportadas para cotiledones por
Hamza y Chupeau, en la variedad UC82B [12]. Sin
embargo, la cantidad maxima de brotes obtenidos para
Campbell 28 es inferior que para la UC82B; éstas
sonde 2,13 y 13 brotes, respectivamente, lo cual con-
firma que la regeneracion es genotipo dependiente,

Si se comparan los resultados para la combi-
nacién de zeatina 0,5 mg/L y AIA 0,5 mg/L obte-
nidos sobre agar (Tabla 1) y sobre medios
gelificados con Gel-Rite (Tabla 2) vemos que hay
un descenso de los tres parametros a evaluar, el
cual es evidente para la frecuencia de explantes
que regeneran y la eficiencia de regeneracion, Sin
embargo, al disminuir la concentracidén de AIA
respecto a la de zeatina hasta 0,1 mg/L ocurre un
incremento de estos pardmetros. Precisamente, es
la combinacién de 0,5 mg/L de zeatina con
0,1 mg/L de AIA en medio solidificado con Gel-
Rite la que se selecciond para el experimento 3
debido a que es mayor el nimero de brotes por
explantes que regeneran, da lugar a una abundante
morfogénesis (formacién de callos, hojas indivi-
duales y brotes) y los brotes emergen principal-
mente de la zona de corte del cotiledén donde
primeramente se forma una callosidad, lo cual no
sucede sobre agar. Por otro lado, el tiempo de for-
macién de los brotes en Gel-Rite es de 25 dias
mientras que en agar demoran como minimo 50
dias. El hecho de que el porcentaje de explantes
que regeneran no haya alcanzado el nivel de la
mejor combinacién en agar (0,5 mg/L de zeatina

Tabla 7. Regenerucién de brotes a partir de explantes de hojas teniendo en cuenta la edad de la planta y la posicién

de la hoja. Experimento 7.
- . Brot/expl totales
Gesdod  delahols  queregeners qes vegeneren B oficencia de Duncan
4 1 2,50+0,23 66,6 1,66 £0,37 ab
4 2 3,00+0,70 71,4 2,14£0,78 ab
4 3 1,92+0,32 61,9 1,19£0,35 b
5 1 1,87 +0,33 71,4 1,33+0,37 b
5 2 2,37+0,38 76,1 1,80+ 0,44 ab
5 3 3,09 £0,33 100,0 3,09+0,33 a
6 1 3,06 +0,40 76,1 2,33+£0,44 ab
6 2 2,92 +0,60 66,6 1,95+0,64 ab
6 3 2,20+£0,32 71,4 1,57+0,33 ab

El numero de brotes por explante (brot/expl) se muestra con el error esténdar. Para cada combinacidh se usaron 21 explantes
h(A); hojas: F = 0,147 ns. s(B); semanas; F = 0,579 ns. A x B; F = 2,544: significativo, p < 0,05.:

Letras diferentes representan diferencia significativa.
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y 0,5 mg/L de AIA) puede deberse a la interaccién
entre las hormonas y el agente gelificante, que
resulta en una mayor aparicion de hojas indivi-
duales disminuyendo la posibilidad de formacién
de brotes. Se ha demostrado que determinados
agentes gelificantes afectan Ia diferenciacion y
el crecimiento de los tejidos cultivados in vitro
[23]. Varios autores han reportado que la dife-
renciacion y el crecimiento de los tejidos son mas
lentos en agar que en agarosa o Gel-Rite [24-26],
lo cual se confirma en el experimento 2.

La concentracién de sacarosa también result6 influ-
yente sobre la regeneracion de brotes (Tabla 3). Se de-
mostrd que en el medio que contenfa 20 g/L de sacaro-
sa se incrementaban los tres parametros: la cantidad de
brotes por explante que regenerd, la frecuencia de
explantes que regeneran y la cantidad de brotes por
explantes totales (eficiencia de regeneracion). Como
se observa al comparar los valores de brotes por
explantes regenerados y la eficiencia de regeneracion
para 30 g/L de sacarosa en este experimento con los del
experimento 2, hay un descenso de éstos. Ello podria
estar relacionado con el lote de semillas que se utilizd.

Se debe destacar que a medida que se incremen-
taba la concentracion de sacarosa aumentaba la for-
macién de callos y disminuia hasta cero la canti-
dad de brotes.

Regeneracién a partir de hojas

En todos los experimentos se observd la formacion
de brotes a partir de las cuatro semanas, los cuales
emergian en las zonas de corte.

La combinacién de BAP con AIA indujo la for-
macion de brotes en todas las variantes probadas
(Tabla 4), resultados que coinciden con los obte-
nidos por Demmel y cols. en 1993 [27]. Por lo ge-
neral, a medida que aumenta la concentracion de
BAP, disminuyen la frecuencia de explantes que
regeneran y la eficiencia de regeneracion. La me-
jor variante resulté ser 1 mg/L de BAP con
0,5 mg/L de AIA, que mostré la mayor frecuencia
de explantes que regeneran asi como la eficiencia
de regeneracion mas alta; ellos son 69,56% y 1,6,
respectivamente.

Sin embargo, se observo una heterogeneidad en-
tre los brotes en cuanto a su morfologia, lo cual
influyé en la definicion de éstos a plantas (datos
no mostrados).

El uso de la zeatina combinada con el AIA ha sido
reportada por diferentes autores [11, 28] para la re-
generacion a partir de hojas.

En el caso del gradiente de zeatina con AIA también
se obtuvieron brotes en todas las concentraciones pro-
badas (Tabla 5), se alcanzaron los mayores valores de
numero de brotes por explantes que regeneran y de efi-
ciencia de regeneracion en la variante de 0,5 mg/L de
zeatina con 0,4 mg/L de AIA, que son 5,25 y 2,8, res-
pectivamente. Sin embargo la frecuencia de explantes
regenerados €s menor que en otras variantes.
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En 1976, Kartha y cols. [19] reportaron que la com-
binaci6n de zeatina con AJA result6 superior a la com-
binacién de BAP con AIA para inducir la diferencia-
cién de brotes, lo cual se confirma en este experimento
al obtenerse brotes mejor definidos. Por esta razdn, la
combinacidn de zeatina (0,5 mg/L) con AIA (0,4 mg/L)
fue seleccionada para los siguientes experimentos.

La concentracion dptima de sacarosa fue de
20 g/L, la cual dio lugar a un 80% de explantes que
regeneran con una eficiencia de 2,33 brotes por
explante (Tabla 6). Esta concentracién 6ptima de
sacarosa coincide con la establecida por nosotros
para la regeneracion de cotiledones y para explantes
de hoja, por Tan y cols. [11]. En ¢l caso de las hojas
ocurre un proceso de morfogénesis muy parecido al
de los cotiledones; mientras mas alta la concentra-
cién, mayor desarrollo de los callos y se intensifica
el color rojo en los explantes, seiial de que aumenta
la sintesis de antocianinas [29].

Se estudi6 también la influencia de la edad de
la hoja y su posicién en la planta sobre la regene-
racion. Aqui se demostr6 que no habia diferencia
significativa entre las hojas 1, 2 y 3 en cuanto a
los parametros evaluados; ni entre los explantes
de semanas diferentes. Sin embargo, el analisis de
varianza demostrd que la interaccion semana y hoja
es significativa (Tabla 7). Esto suguiere que se debe
tomar en cuenta, tanto la posicion de la hoja como la
edad de la planta; no obstante, si se repitiera el ex-
perimento con una mayor replicacion, las conclusio-
nes podrian ser mas aceptables.

En relacién con el empleo del Gel-Rite en
la regeneracién a partir de hojas, se demostré que
se producia una masa de callos oscura que poste-
riormente no producian brotes (datos no mostrados).
Esta podria ser la razén por la cual los trabajos que
existen sobre la regeneracion de tomate en medio
solidificado con Gel-Rite se realizaron usando como
explante solamente los cotiledones [23].

Conclusiones

1. Se determinaron las concentraciones hormonales
Optimas para la regeneracion de plantas a partir de
cotiledones y hojas. Para cotiledones éstas son
0,5 mg/L de zeatina mas 0,1 mg/L de AIA, en un
medio con 0,2% de Gel-Rite; mientras que en hojas
son 0,5 mg/L de zeatina mas 0,4 mg/L de AIA, enun
medio con 0,7% de agar.

2. Se establecié que la concentracion 6ptima de sa-
carosa es 20 g/L. para ambos tipos de explantes en el
medio de induccidn de brotes.

3. Se comprob¢ el efecto acelerador del Gel-Rite,
sobre la regeneracion a partir de cotiledones, com-
parado con el agar.
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