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Evaluacion de la capacidad de
desdiferenciacion y rediferenciacion
in vitro de cuatro genotipos de
Lycopersicon esculentum Mill.

R. Zorzoli, L.A. Mroginski y L.A. Picardi

RESUMEN

Con lafinalidad de evaluar diferentes condiciones culturales para la produccién
de callps y |a posterior regeneracién se analizaron 4 genotipos de Lycopersicon
esculentum: Planeuco INTA (P,), Rossol Seleccién La Consulta (R), CaiJ (C) y
Raci 53 (R,,) en dos condiciones: luz y oscuridad. Como explanto se utilizaron
foliolos. El medio basal para la produccién de callos fue el MS con diferentes con-
centraciones de reguladores vegetales: ANA 2 mg.I' + BAP 1 mg.I-' (M) y ANA
1 mg.I"' + BAP 0,5 mg.I-* (Mii}. Los medios de regeneracidn tuvieron la misma
base salina pero diferentes concentraciones de reguladores vegetales' BAP 2,25
mg.i' + AIA0,175 mg.' (MA) y BAP 4,5mg.I"' + AIAQ, 175 mg.t' (MB) Alos 30
dias de la siembra in vitro se evalud el porcentaje de callos (C) El explanto des-
diferenciado se rediferencié en bajo porcentaje y esto dependié de las condicio-
nes previas a las cuales fueron sometidos los explantos. Estos resultados permi-
ten concluir que ta induccién de organogénesis a partir de tejidos indiferenciados
en las condiciones culturales probadas no permitié desarrollar un protocoio de
seleccidn in vitro de mutantes.
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SUMMARY

Four Lycopersicon esculentum genotypes, Planeuco INTA, Rossol Seleccion La
Consuilta, Cal J and Raci 53, were evaluated to produce callus and further rege-
neration. Falioli were used as explants. The basal medium for callus production
was MS with different concentrations of plant regulators: ANA 2 mg.I~' + BAP 1
mg I (MI) and ANA 1 mg.i' + BAP 0.5 mg.I* (MIl). The genotypes were analy-
sed under two environmental conditions: light and darkness. Regeneration me-
dia was the same but with different concentrations of plant regulators: AIA0.175
mg.I' + BAP 2.25 mg.I'' (MA) and AIA 0.175 mg.I-! + BAP 4.50 mg.I"' (MB). Ca-
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llus percentage was evaluated after 30 days from in vitro culture. The percenta-
ge of rediferentation was low and it depended on the previous conditions they we-

re exposed to

Key words: Lycopersicon esculentum, in vitro culture, dedifferentiation, rediffe-

rentiation.
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INTRODUCCION

Laregeneracion de plantas a partir de cultivo de
tejidos indiferenciados (callos) puede proveer ger-
moplasma ventajoso para los programas de mejo-
ramiento aprovechando la nueva variacioén provo-
cada por el cultivo en si mismo (variacion
somaclonal) (Larkin and Scowcroft, 1982). Desde
gue se reconocié la importancia potencial de este
fendmeno se han publicado numerosos trabajos
sobre el tema. La seleccion in vitro de mutantes a
nivel de callo requiere de un sistema efectivo de
iniciacién , mantenimiento y subsecuente regene-
racién de plantas a partir de los mismos. La res-
puesta positiva de tos tejidos cultivados in vitro de
L. esculentum para estas etapas (al igual que en
otras especies) depende del explanto, del genoti-
po y del medio usado en cada fase del cultivo. Zor-
zoli et al. (1991) demostraron que los genotipos de
tomate pueden clasificarse por su capacidad de
regeneracion in vitro en altos, medianos y bajos uti-
lizando explantos foliares en el cultivo inicial .

La regeneracién de vastagos a partir de tejidos
indiferenciados se ha logrado en varias especies:
Medicago (Reisch and Bingham, 1980), Phaseolus
(Mok et al., 1980), Hordeum vulgare (Komatsuda et
al., 1989). En el tomate cultivado la proliferacién de
vastagos a partir de callos es un hecho poco fre-
cuente dependiendo esto en gran parte del geno-
tipo usado (Locky, R.,1983). Tanto las condiciones
fisicas (fotoperiodo) como quimicas (reguladores
vegetales) a las que se somete el tejido han sido
descritas como un estimulo fundamental para la re-
diferenciacion en otras especies tales como en el
trigo (Maddock et al., 1983) y en el maiz (Vasil and
Vaslil, 1986)

En todo proceso de seleccion in vitro a patége-
nos y/o estrés (sales, herbicidas, etc.) es indispen-
sable previamente determinar las condiciones de
cultivo que anulen o disminuyen la capacidad de
diferenciacion asi como las condiciones necesa-
rias para la induccién de los callos. Por lo tanto el
objetivo de este trabajo fue evaluar en cuatro ge-

notipos de tomate de distintos origenes genéticos
su capacidad de desdiferenciacién y posterior re-
diferenciacién combinando condiciones de foto-
periodo con distintas. concentraciones de regula-
dores vegetales.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 4 cultivares comerciales de tomate:
Planeuco I.N.T.A. (P,), Rossol Seleccion La Consul-
ta (R), ambos argentinos ; Cal J(C), de origen cali-
forniano y Raci 63 (Rg,), italiano. Planeuco y Cal J
son cultivares de elevada capacidad de regenera-
¢ién in vitro en el cultivo inicial mientras que Raci 53
y Rossol lo son de mediana (Zorzoli et al., 1991).

Las plantas donadoras de explantos se sembra-
ron en macetas de 10 cm de diametro y cuando las
plantas alcanzaron 15 cm de altura se efectud la ex-
traccién para la siembra in vitro. Se usé como ex-
planto el tercer foliolo mas cercano al apice para uni-
formar la edad fisiologica de las plantas y se eliminé
la zona cercana a la insercién peciolar. Zorzoli et al.
{1988) demostraron que este estado fisiolégico del
explanto y de la planta donadora eran los éptimos
para la siembra in vitro. La desinfeccion se efectud
sumergiendo los foliolos en alcohol 96° (5 segun-
dos) y luego en hipaclorito de sodio al 4% de cloro
activo durante 4 minutos. Posteriormente se lavaron
en agua bidestilada estéril. Para la induccién de ca-
llos se empled el medio basico de Murashige and
Skoog (1962) (MS) suplementado con distintas con-
centraciones de reguladores de crecimiento: Medio
I (MI): 2 mg.I"* ANA + 1 mg.I"' BAP; Medio 1l (MIl): 1
mg.I-* ANA + 0,5 mg.I-' BAP. EI Mi'y MII fueron for-
mulados con la auxina (ANA) en mayor concentra-
cion que la citocinina para inducir la formacién de
callos. Los medios se solidificaron con 1% de agar
después de ajustar el pH a 5,8. Se esterilizaron en
autoclave a 120°C durante 20 minutos. Los explan-
tos fueron cultivados con el envés en contacto con
el medio de cultivo e incubados en cuarto climatiza-
doa28x2°C.
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Se probaron dos tratamientos fisicos en los que
variaba el fotoperiodo, TL: 16 horas de luzy TO: os-
curidad.

La formacién de callos fue evaluada en cada ge-
notipo a las 4 semanas de la siembra in vitroy se
calcul6 el porcentaje de explantos que exclusiva-
mente desarrollaron callos (C = porcentaje de ca-
llos). Luego de las 4 semanas los callos obtenidos
sobre el Ml y Mll fueron repicados a 2 medios para
inducir diferenciacion de vastagos y subsecuente
regeneracion de plantas con un tratamiento unico
de 16 horas de luz. Estos medios también fueron
formulados sobre la base salina del medio Muras-
hige and Skoog (1962) con distintas concentracio-
nes de reguladores vegetales, MA: MS + 2,25 mg.I-!
BAP + 0,175 mg.l"' AIAy MB: MS + 4,5 mg.I"' BAP
+ 0,175 mg.I-! AlA siendo el niUmero de repeticio-
nes de 30 por genotipo y medio. Zorzoli et al. (1991)
comprobaron que el MA es la formulacién adecua-
da para inducir regeneracién en el cultivo primario
con explantos foliares en estos genotipos de L.
esculentum por lo que se decidi¢ utilizar esas con-
centraciones de reguladores para rediferenciar ca-
llos. Los callos se incubaron en camara-climatiza-
da a 28 + 2°C. La capacidad de rediferenciacion
en cada genotipo se evalué por el porcentaje de ca-
llos repicados que diferenciaron primordios cauli-
nares y vastagos a los 30 dias del subcultivo. Las
diferencias genotipicas para C se analizaron por la
prueba del ¥2 y luego con la G (Sokal y Rolhf, 1969)
para segregar el efecto de la interaccion medio —
tratamiento sobre los genotipos.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se detalla el nimero de repeticio-
nes (n) y el porcentaje de callos (C) en el Ml y Mii
para ambos tratamientos (TL y TO). Los genotipos
expresaron segun estas condiciones diferentes
comportamientos in vitro para la desdiferenciacion.
En todos los genotipos y en todos los tratamientos
se logroé inhibir la totipotencialidad celular obtenién-
dose masas callosas. Para el genotipo Rossol se ob-
tuvo un bajo porcentaje porque el explanto no pro-
liferé o bien porque se obtuvieron masas callosas
que diferenciaron en tejidos radiculares .

No se encontraron diferencias significativas en-
tre los fotoperiodos para Cal J y Raci 63 (x? = 0,02
ns; x2 = 0,02 ns respectivamente). El fotoperiodo no
modificé la produccién de callos pero si fue iImpor-
tante el medio de cultivo (ver Tabla 1). Aparentemen-
te estos dos cultivares son insensibles al fotoperio-
do para inducir la desdiferenciacion. En estos

Tabla 1. Porcentaje de callos (C) de cada genotipo
para los medios MlyMilen TLy TO.

Medios Ml Ml
Tratamientos TO TL TO TL

Genotipos
n C n (o} n C n C

Rossol 177 25 16 31 16 69 15 13
Raci 53 16 81 16 69 17 47 17 53
CalJ 16 94 17 88 17 47 17 4

Planeuco 16 75 17 94 17 71 14 50

n: nimero de repeticiones
TL: 16 horas de luz Mi: MS + 2 mg.I"' ANA + 1 mg.I-' BAP
TO: oscuridad Mil: MS + 1 mg.F' ANA + 0.5 mg.I' BAP

genotipos los mayores porcentajes se obtuvieron so-
bre el medio Ml independientemente del tratamien-
to fisico. El analisis estadistico con la G de Sokal (Ta-
bla 2) demostré que la desdiferenciacién requiere
diferentes inductores segun el genotipo. Para los ge-
notipos Rossol y Planeuco, se evidencia una inte-
raccion significativa entre inductores fisicos (fotope-
riodo) y quimicos (reguladores) por lo que sdlo la
combinacién de ambos factores en los niveles pro-
bados permitiria la expresion de la desdiferencia-
cién de estos genotipos argentinos.

Con respecto a la rediferenciacioén se pueden
comparar en la Figura 1 (ay b) el porcentaje de ca-
llos repicados que produjeron primordios y vasta-
gos en los 2 medios de regeneracioén segun el or-
gen del callo. El genotipo Cal J es el que rediferencié
en mayor proporcién, pero estos valores resultan ba-
jos si se los compara con los que presenta este ge-
notipo cuando se siembra su explanto foliar en el
cultivo inicial (96.05%) (Zorzoli et al., 1991) . Por otro
lado, Planeuco, que también tiene elevada capaci-
dad de regeneracioén in vitro en el cultivo inicial
(89.28%), fue el que expresd en la rediferenciacion
el porcentaje mas bajo. Esto demuestra que la ex-
presién de un genotipo, en cuanto a su capacidad
de regeneracion, puede variar segun el tipo de teji-
do (foliolo o callo) (Tatchell and Binns, 1986, Zorzo-
li etal., 1991). Posiblemente el paso previo de pro-
liferacion en tejido indiferenciado anularia su
capacidad organogénica. Este hecho lleva implici-
to las diferencias que pueden encontrarse entre ge-
notipos de L. esculentum cuando se promueve la or-
ganogénesis. L.as condiciones previas a las cuales
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Tabla 2. Prueba de la G de Sokal para segregar el efecto de la interaccion medio-tratamiento.

Genotipos

Rossol Raci 53 CalJ Planeuco
Hipotesis gl
IndependenciaM x C 1 0 0 0,01 0,25
Independencia M x P 1 0,50 4,45" 18,05™ 4,64
IndependenciaP x C 1 5,84" 0,06 0,18 0,01
Interaccion Mx C x P 1 4,72" 0,72 0,23 3,84
IndependenciaM x C x P 4 11,07* 5,24 18,49 8,74
*p<005 *"™p<D0,01.

M = Medio. C = Condicidn fisica. P = Produccién de callos.

fueron sometidos los explantos determinarian su
comportamiento en la regeneracién posterior. Asi,
por ejemplo, los callos de Raci 53 y Planeuco sélo
regeneran si son obtenidos en oscuridad y sobre el
medio Ml para el primero, y en luz y Mll para el se-
gundo, mientras que los callos de los otros trata-
mientos no logran la rediferenciacién (Figura 1,b).
Las experiencias de Sahondra et al. (1990) demos-
traron también que en la Festuca arundinacea Sch-
reb. y en Lolium multiflorum Lamb. el paso de la os-
curidad a la fuz era un cambio ambiental importante
para la regeneracion.

Para estos genotipos de L. esculentum el explan-
to desdiferenciado se rediferencia en bajo porcen-
taje lo que corrobora los resultados obtenidos por
otros autores (Tatchell and Binns, 1986). Aparente-
ments, si se logra “disparar” la desdiferenciacién se
daria lugar a que algunas células siguieran este pa-
trén y dejaran asi de expresar su totipotencialidad
(Reinert and Backs, 1968). Por otro lado la rediferen-
ciacion variara segun el genotipo, indicando la pre-
sencia de definidos controlés génicos. Esto ha sido
demostrado también en otras especies como ceba-
da (Dale and Deambroggio, 1979) y arroz ( Rines
and Mc. Coy, 1981).

Se concluye que para estos genotipos no es po-
sible inducir una eficiente organogenesis a partir de
tejidos indiferenciados.
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Fig. 1. Porcenlaje de regeneracién de cada genotipo on los dos medios de redilerenciacién (MA y MB) y en cada tratamiento durante
la desdiferenciacion.
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