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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue obtener plantas de tomate de arbol (C. betacea) bajo
condiciones in-vitro, mediante la organogénesis inducida en callos. Se evaluaron los
tratamientos MS (testigo), MS+2,4-D5uM, MS+2,4-D10uM y MS+2,4-D15uM. Para el
segundo, tercer y cuarto tratamiento se agregé 13uM de Cinetina. Se utilizé un disefio
de bloques completos al azar con cuatro repeticiones, para un total de 16 unidades
experimentales. Cada unidad experimental estuvo compuesta por diez contenedores
de vidrio con capacidad de 120 ml cada uno. En cada contenedor se agregaron 20 ml
de medio de cultivo, sembrandose tres callos de aproximadamente 5 mm de diametro,
teniendo 120 callos por unidad experimental.LEl mayor porcentaje de plantas
regeneradas (14,66 %) se obtuvo con MS+2,4-D5uM y el menor porcentaje (2,91%)
con MS+2,4-D15uM. La mayor cantidad de raices, tallos, hojas y plantas formadas
ocurrieron con MS+2,4-D5uM, con valores de 0,52, 0,14, 0,15 y 0,05, respectivamente
y el menor valor se obtuvo con MS+2,4-D15uM con valores 0,09, 0,04, 0,008 y 0, en su
orden.
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ABSTRACT

The aim of this study was to obtain tree tomato plants (C. betacea) in vitro, by induced
organogenesis in callus. A complete randomized block design, with four treatments
and four replications was used. Treatments studied were: (1) MS (check), (2) MS +
24D 5uM, (3) MS + 2.4D 10uM y (4) MS + 2.4 D 15uM; 13uM of kinetin were added to
treatments 2, 3, and 4. The experimental unit consisted of 10 glass containers, with a
capacity of 120 ml. In each container 20 mi of culture medium were added and were
sown three calluses with a diameter of 5 mm. The highest percentage of regenerated
plants (14,66%) was obtained with treatment MS + 2,4 D 5uM (T2), and the lowest
(2,91%) with MS + 2,4D 15uM. Formation of roots, stems, leaves and regenerated
plants was higher using MS + 2.4D 5uM (T2), with values of 0,52, 0,14, 0,15 and 0,05,
respectively, while lower values were obtained with treatment 4, MS + 2.4 15uM, with
of values 0,09, 0,04, 0,008 and 0, for the same characteristics.

Key words: in vitro, hormones, growth medium, morphogenesis, Murashige and

Skoog.

INTRODUCCION

El tomate de arbol (C. betacea) ha comen-
zado a tomar gran importancia econémica
en Colombia debido al alto consumo en las
diferentes presentaciones y al contenido de
vitaminas y demdas compuestos que ayudan
a prevenir enfermedades. Este cultivo genera
642 jornales/ha, lo que significa que una hec-
tarea requiere de 0,89 personas trabajando
261 dias al afio; es decir, se necesita cultivar
1,23 ha para generar un empleo permanente
por afo (Agrocadenas, 2008). Ademas, su in-
corporacion en sistemas de cultivo para la ex-
portacion, hace necesario que se desarrollen
tecnologias que permitan obtener plantas de
buena calidad sanitaria para los agricultores.

Hoyos (1996) logré obtener callos friables de
tomate de arbol a partir de explantes de ho-
jas cultivadas in-vitro en un medio MS (Mu-
rashige y Skoog, 1962) suplementado con 0,1
mg.L?! de 2,4-D (Acido 2,4 Diclorofenoxiacé-
tico) y 0,05 mg.L* de BAP (6 Benzilaminopu-
rina), con el fin de producir suspensiones em-
briogénicas necesarias para la generacién de
material resistente a la accion de las toxinas

producidas por el hongo Colletotrichum acu-
tatum Penz, causante de la antracnosis en el
tomate de arbol.

Brotes de tomate de arbol subcultivados en
presencia de 1,07 pM de ANA (Acido Naf-
talenacético), 0,88 uMde BA'y 0,58 uMde GA,
(acido giberélico) iniciaron la formacién de
raices, luego de cuatro semanas, obtenién-
dose plantulas que se desarrollaron rapida-
mente en un sustrato de suelo no estéril. La
regeneracion de plantas a partir de las yemas
axilares fue del 67%. Estas produjeron nue-
vos brotes en presencia de 0,11 uM de ANA
y 11,41 pM de zeatina (Z) y posteriormente,
se enraizaron en un medio y tiempo similar
a los anteriores. Los peciolos, cotiledones y
ovarios formaron directamente embriones
somaticos, después de un periodo de aproxi-
madamente 45 dias (Obando y Jordan, 2001).

En la actualidad, el establecimiento y estan-
darizacién de protocolos in-vitro con tejidos
de alta respuesta de regeneracion en especies
lefiosas se considera fundamental para pro-
cesos de micropropagacién masiva y para fa-
cilitar la tecnologia de transformacion gené-
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tica. En varias especies frutales y forestales
se han hecho estudios para obtener plantas
in-vitro por medio de organogénesis indirecta
(Dalzoto y Docampo et al., 1997).

Con base en lo anterior, el objetivo de este
trabajo estuvo orientado a la evaluacion de
medios de cultivo in-vitro con diferentes con-
centraciones de Auxinas y Cinetinas en la
morfogénesis de tomate de arbol a partir de
callos.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion. El presente trabajo se llevd a
cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales de la Universidad de Narifio, con
temperatura promedio de 20°C, humedad rel-
ativa de 75% y un fotoperiodo de 16 horas luz.

Fase de laboratorio. Se sembraron callos
provenientes de material de tomate de arbol
existente en el Laboratorio de Cultivo de Teji-
dos de la Facultad de Ciencias Agricolas de la
Universidad de Narino, en contenedores de
vidrio de 120 mL los callos tenian un didmet-
ro aproximado de 5mm.

Medios de cultivo. Los callos sometidos a
organogénesis formados a partir de cultivo
de hipécotilos y yemas de tomate de arbol se
evaluaron en los medios basados en modifi-
caciones hormonales del medio basico MS +
ANA (5 mL.L) + cinetina (2 mL.L") + saca-
rosa (30 g.L'!) +agar (6 g.L')aun pH =5,7.

Disefio experimental. Se utilizé un Disefio de
Bloques Completos al Azar con cuatro trata-
mientos y cuatro repeticiones. Los tratamien-
tos estudiados para la organogénesis a partir
de callos fueron MS (Testigo), MS+5uM2,4-D,
MS+10uM2,4-D y MS+15uM2,4-D. La con-
centracion de cinetina en los tratamientos
segundo, tercero y cuarto fue de 13 uM. La
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variacion de los tratamientos se presentd en
concentraciones de 5, 10 y 15 uM de 2,4-D.
y cuatro repeticiones, para un total de 160
unidades experimentales. Cada unidad ex-
perimental estuvo compuesta por diez con-
tenedores con capacidad de 120 ml. En cada
frasco se agregaron 20 ml de medio de culti-
vo, sembrandose tres callos de aproximada-
mente 5 mm de didmetro, teniendo 30 callos
por unidad experimental.

Variables a evaluar. Las variables evaluadas
correspondieron a peso de callos en g (PC),
volumen de callos en mL (VC), callos con mor-
fogénesis en porcentaje (CM), plantas regen-
eradas en porcentaje (PR), nimero de 6rga-
nos (NO), nimero de raices (RAIZ), niumero
de tallos (TALLOS), nimero de hojas (HOJAS),
plantas formadas por callo (PLANTAS).

Analisis estadistico. Las variables evaluadas
se sometieron al Andlisis de Varianza bajo
el modelo de Bloques Completos al Azar. En
aquellas variables donde se observaron dife-
rencias significativas, se realizé la prueba de
comparacion de medias DMS (Diferencia Min-
ima Significativa).

RESULTADOS Y DISCUSION

Peso de callos (PC). En PC se encontraron
diferencias significativas entre los tratamien-
tos. El mayor promedio de PC se present6 con
el tratamiento MS+5uM2,4-D (0,41g). Esto su-
giere, que la concentraciéon mas baja de 2,4-D
influy6 en el incremento de PC. Entre los otros
tratamientos no existieron diferencias (Fig.1).
Esto concuerda con los hallazgos de Bornman
y Vogelmann (1984) quienes afirman que el
aumento en la concentracién de auxinas, pu-
ede dar lugar a descensos en la tasa de prolif-
eracion de brotes, lo cual se relaciona con una
reduccion en la absorcion de cinetinas y de
iones por cambios en el potencial de agua en
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el medio de cultivo haciendo que el desarrollo
del callo sea mas lento. Ademas, Calder6n y
Rotella (1998) encontraron que una baja con-
centracion de auxinas, o en ausencia de éstas,
se consigue una mayor elongacidn.

Volumen de los callos (VC). En esta variable
se presentaron diferencias significativas en-
tre el tratamiento MS+5uM2,4-D (0,46 mL) y
los medios MS(0,34 mL), MS+10uM2,4-D (0,2
mL) y MS+15uM2,4-D (0,2 mL). Entre los ulti-
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rencias estadisticas. Como en PC, los mayores
valores se obtuvieron con la menor concen-
tracion de 2,4-D (Fig 1). Resultados similares
obtuvieron Roca y Mroginski (1991) en Agave
sp., encontrando que las diferencias entre los
medios obedecieron a ligeros cambios en la
concentracion de 2,4-D, mostrando mejores
resultados los tratamientos con menor con-
tenido de reguladores de crecimiento, para
este caso auxinas.
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Figura 1.Comparacion de promedios para el peso de los callos (PC), el volumen de los callos (VC), el
numero de 6rganos (NO) y el porcentaje de callos con morfogénesis (CM), paralos medios de cultivo.

Numero de organos (NO). Entre los trata-
mientos MS (0,8) y MS+5uM2,4-D (0,8)no se
presentaron diferencias en el NO, al igual que
entre MS+10uM2,4-D (0,29) y MS+15uM2,4-D
(0,23). Pero si se observaron diferencias en-
tre los dos primeros y los dos ultimos (Fig.1).
Como en los casos anteriores, los tratamien-
tos con menores concentraciones de 2,4-D
fueron los de mayor NO. Para lograr una mo-

fogénesis completa es necesario establecer
un un balance en la concentracién de auxina/
cinetina, por que puede suceder que al au-
mentar la cantidad de cinetina respecto a la
auxina, se induce la formacion de brotes (Bar-
celé etal, 1995).

Callos con morfogénesis (CM). En CM se
observaron diferencias significativas entre
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MS+5uM2,4-D (37%), MS (30,79%) y los
tratamientos MS+10uM2,4-D (20,08%) vy
MS+15uM2,4-D (20%). Es de anotar que no
existieron diferencias entre los dos primeros
ni entre los dos ultimos tratamientos (Fig.
1). Al igual que para las anteriores variables,
los medios con menor contenido de 2,4-D
(MS+5uM2,4-D) mostraron mejor respuesta
de morfogénesis. En este caso, se comprueba
que las Cinetinas estimulan la morfogénesis.
Por otro lado, la conservacion del crecimiento
de callos indiferenciados es generalmente lo-
grada con concentraciones similares de cine-
tina y auxina. Una alta relacién molar de cine-
tina sobre auxina tiende a inducir desarrollo
de estructuras, mientras que una alta relacién
de Auxina sobre Cinetina induce poco desar-
rollo, por lo tanto, su balance debe ser esen-
cial para el desarrollo de los diferentes 6rga-
nos (George y Sherrington, 1984).

Plantas regeneradas (PR). Acorde con la Fig.
2, el porcentaje de PR fue diferencial entre los
tratamientos, presentandose igual compor-
tamiento que en las variables anteriores. Los
mayores valores de PR se observaron en MS
(15,75%) y MS+5uM2,4-D(14,66%), los cu-
ales no mostraron diferencias entres si. Igual-
mente, los medios MS+10uM2,4-D (5,08%) y
MS+15uM2,4-D (2,91%), no se diferenciaron

significativamente entre si, pero si presen-
taron diferencias con los dos primeros trata-
mientos, lo que permite inferir que hay un
efecto limitante de 2,4-D, dado que a medida
que aumenta su contenido en el medio, los
valores de PC, VC, NO, CM y PR son menores
a medida que se aumenta su concentracion,
esto concuerda con lo manifestado por Pow-
ers y Backhaus (1989) quienes trabajaron
con la regeneracion de plantas a través de
organogénesis y determinaron que el medio
MS mas 2,4-D en una dosis de 1,4 uM fue el
mejor para la generacion de tejido calloso y
la diferenciacion de brotes. Con dosis de 4,4
a 5,4 uM de 2,4-D, fueron limitantes para el
crecimiento.

Formacion de raices, tallos, hojas y plantas.
Los resultados de la Fig. 3 revelan que en un
99,48% no ocurrid la organogénesis. Los trat-
amientos MS y MS+5uM2,4-D mostraron may-
or generacion de brotes que MS+10uM2,4-Dy
MS+15uM2,4-D. En comparacién al trabajo
de Hamidah et al. (1997) quienes lograron
inducir gran nimero de estructuras con 0,1
mg.L! de 2,4-D, se podria afirmar entonces
que el comportamiento observado esta rela-
cionado con el tipo y la concentracion de aux-
ina utilizada ya que hubo menor crecimiento
con altos contenidos de 2,4-D.
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Figura 2. Efecto de MS,MS+5uM2,4-D, MS+10uM2,4-D y MS+15uM2,4-D sobre callos de C. betacea en
el porcentaje de regeneracion de plantas (PR).
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Figura 3. Organogénesis observada en C. betacea con los tratamientos MS, MS+5uM 2,4-D, MS+10uM y
MS+15uM2,4-D.

En formacién de raices se presentaron dife-
rencias significativas entre los tratamientos
MS+5uM2,4-D (0,52), MS(0,46) y los medios
MS+10uM2,4-D (0,17) y MS+15uM2,4-D
(0,09) (Fig. 3), lo que implica que el conteni-
do de la hormona 2,4-D interviene de manera
directa en la formacién de estructuras radi-
cales, siendo las dosis evaluadas limitantes
para la formacion de raices, en este caso el di-
sefio de tratamientos incluy6 dosis extrema-
damente bajas. Segiin Margara (1988) en la
rizogénesis in-vitro pueden presentarse dos
situaciones diferentes; el explante inicial pue-
de ser apto para la rizogénesis, o el explante
puede ser inicialmente no apto para la rizogé-
nesis.Un cierto numero de factores actian en
interaccidn para desencadenar la rizogénesis:
aportacién de auxinas, de un azucar, presen-
cia de sales minerales, aportacion eventual de
acido giberélico, luz y temperatura.

El tipo y concentraciéon de auxina tiene un pa-
pel decisivo en la induccion radical, ya que el
AJA en las dos concentraciones utilizadas en
combinacion con las sales de medio MS tanto
a 50 como a 100%, redujo el crecimiento de
raices (Lee et al., 2003).

Tanto en caulogénesis como en filogénesis
no se presentaron diferencias significativas
(Fig. 3). El nimero de tallos formados oscil6
entre 0,04 y 0,18 y de hojas formadas oscil6
entre los valores 0,008 y 0,15. En este orden
de ideas, Burch y McGaw (1993) sefialan que
el incremento enddégeno en auxinas produce
cambios en el desarrollo de la senescencia de
las hojas o el incremento del crecimiento del
brote.

En cuanto en la organogénesis completa
no se presentaron diferencias significati-
vas entre MS y MS+5uM2,4-D. Los medios
MS+10uM2,4-D y MS+15uM2,4-D no forma-
ron plantas (Fig.3). Es de anotar, que la orga-
nogénesis completa depende del balance de
la concentracion de los reguladores de cre-
cimiento en el medio de cultivo, puesto que
el medio con menor concentracién de 2,4-D
presenté un mayor numero de plantas com-
pletas. Estos resultados no concuerdan con
lo planteado por Muiioz (2000) quien sefa-
la que un aumento en la concentracion hor-
monal origina la proliferaciéon de una gran
cantidad de brotes de Castenea sativa. Segin
Vieitez y Vieitez (1982) a concentraciones de
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16 2 mgL! de 2,4-D se obtiene el maximo
numero de brotes en material juvenil, por lo
que concluyeron que la concentracién 6ptima
para la proliferacion de 6rganos se encuentra
entre 0,1-0,5 mg.L' y que la multiplicacion de
brotes en medio de cultivo carente de 2,4-D es
practicamente nula; es de anotar, que las res-
puestas hormonales dependen en gran medi-
da de los contenidos hormonales internos de
los tejidos de cada especie en particular (Roca
y Mroginsky, 1991).

En la Fig. 4 se observa diferentes tipos de or-
ganogénesis obtenidos con los diferentes me-
dios en el cultivo de callos de C. betacea. Es-
tos resultados permiten plantear que el alto
contenido hormonal puede ocasionar que los
callos no se desarrollen y permanezcan inac-
tivos, dando lugar a que no haya proliferacion
ni crecimiento de los mismos. Bajo estas con-
diciones, para inducir la diferenciacion de los
callos, se deben cultivar en medio MS sin 2,4-
D, obteniendose raices y plantulas.

A B

Figura 4. Estructuras obtenidas con diferentes
medios de cultivo en C. betacea. (A) raices; (B)
tallos; (C) plantas y (D) hojas.
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En todos los medios de cultivo utilizados no
se obtuvo una buena morfogénesis, concluyé-
ndose que la combinacién de hormonas uti-
lizadas no fue la adecuada. Para lograr organ-
ogénesis a partir de callos, es necesario que el
medio de cultivo sea suplementado con una
menor concentracion de cinetinas, ya que con
esto se logra disminuir la division celular y fa-
vorecer la elongacion del tejido por la accion
de las auxinas (Arredondo, 2000). Onamu
et al. (2003) sostienen que los reguladores
de crecimiento pueden inducir procesos de
morfogénesis en el tejido, también pueden
ocasionar una respuesta inhibitoria de dicho
proceso, ademas de influenciar caracteristi-
cas fisicas de los brotes obtenidos, hecho que
se evidencid en este trabajo, en la respuesta
inhibitoria presentada en los tratamientos
hormonales, donde a pesar de reportar una
alta produccién de brotes organogénicos,
estos presentaban algunas anomalias mor-
fologicas como albinismo.

CONCLUSIONES

Las concentraciones hormonales de 5, 10 y
15 puM de 2,4-D y 13 pM kin (Cinetina) fuer-
on inadecuadas para lograr la morfogénesis
apartir de callos de C. betacea. La mejor pro-
liferacion de brotes, volumen de callos, peso
de callos y porcentaje de callos con morfogé-
nesis se obtuvo con la menor concentracion
de 2,4-D y un nivel de 13 pM de cinetina.
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