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RESUMEN

Se ha demostrado por afios el avance de la biotecnologia, principalmente en la
micropropagacion in vitro de distintas especies vegetales, por ello se plante6 como
objetivo evaluar la produccion de brotes meristematicos a partir del uso de altas
concentraciones de citocininas en tres genotipos de tomate, se empleé un disefio
experimental DCA con arreglo factorial 3x4, evaluando tres materiales genéticos,
UPSE-78, UPSE-19 y MICAELA con cuatro concentraciones de citocininas: 0,6mg.I"
:0,7mg.I"; 0,8 mg.I"'y el testigo. Los resultados fueron valorados por p-valores. La
mejor respuesta en longitud, produccion de brote, nimero de hojas, contaminacion y
oxidacién fue UPSE-19 en el MC2 con dosis de 0,6 mg.1"! de kinetina, concluyendo

que a menor concentracion de citocininas mayor respuesta de los explantes.

Palabras claves: Micropropagacion, Meristematico, Citocinina
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ABSTRACT

The advancement of biotechnology has been demonstrated for years, mainly in the in
vitro micropropagation of different plant species, for this reason the objective was to
evaluate the production of meristematic shoots from the use of high concentrations of
cytokinins in three tomato genotypes. DCA experimental design with a 3x4 factorial
arrangement, evaluating three genetic materials, UPSE-78, UPSE-19 and MICAELA
with four concentrations of cytokinins: 0.6mg.l-1; 0.7 mg.l-1; 0.8 mg.l-1 and the
control. The results were valued by p-values. The best response in shoot length, shoot
production, number of leaves, contamination and oxidation was UPSE-19 in MC2
using doses of 0.6 mg.I-1 of kinetin, concluding that the lower the concentration of

cytokinins, the greater the response of explants.

Keywords: Micropropagation, Meristematics, Cytokinin
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INTRODUCCION

En el presente trabajo de investigacion se realizo la propagacion del cultivo in vitro de
tomate (Solanum lycopersicum) sometidos a diferentes concentraciones de citocininas,
desarrollando materiales genéticos de manera asexual con caracteristicas agronomicas
deseables, resistentes a estreses bioticos y abioticos, siendo una opcion el manejo de

cultivos in vitro a partir de brotes meristematicos (Juarez et al., 2015).

Se ha demostrado por afios el avance de la biotecnologia principalmente en la
propagacion de distintas especies vegetales, esta tecnologia se lleva a cabo en distintos
paises, donde este sistema de propagacion genera una ganancia superior, que tiene

como ventaja acortar el tiempo de produccion. (Bisang et al., 2009).

Para brotes meristematicos, en algunas especies, se requiere transferir los brotes
apicales (4pices caulinares) a un medio con concentraciones de citocininas. Asi mismo,
en muchas especies la iniciacion de raices ocurre solamente en la presencia de auxinas

que son fitohormonas reguladoras de crecimiento. (Cortes et al., 2019).

En el Ecuador, la produccion de tomate se encuentra en el cuarto lugar de importancia
de area sembrada con 3.333 hectareas (INEC, 2002). En el 2017 se produjo un total de
62.675 toneladas métricas de tomates de mesa, y en la provincia de Santa Elena segun
Quintero et al., (2003), ha subido la siembra de hortalizas pero las semillas empleadas

para la siembra son importadas.

Por tanto, la tecnologia en la produccion de tomate se considera de alto nivel,
generalmente con enfoques de reducir los costos a nivel de superficie de produccion.
Entre los componentes tecnologicos mas cambiantes estan los relacionados en
aspectos nutricionales, estudios en fisiologia de las plantas y la biotecnologia agricola

utilizada, para crear o modificar organismos vivos (FAO, 2019).



La agricultura actual, tiene como tendencia la buisqueda de bajos cotos en la
produccion de alimentos de primera necesidad, proteger los recursos naturales, donde

la aplicacion de técnicas biotecnoldgicas ha favorecido la produccion clonal masiva.
Problema cientifico

(Sera eficiente aplicar la micropropagacion in vifro que genere brotes meristematicos
a partir de altas concentraciones de citocininas en materiales genéticos de Solanum
lycopersicum?

Objetivo general

v Evaluar la produccién de brotes meristematicos a partir del uso de altas

concentraciones de citocininas en tres genotipos de (Solanum lycopersicum,).
Objetivos especificos
v" Determinar las respuestas que generan las altas concentraciones de citocininas
en la produccion de brotes meristematicos de Solanum lycopersicum obtenidos

a partir de micropropagacion in vitro.

v" Identificar los genotipos de S. lycopersicum que presenta mayor desarrollo de

brotes ante los tratamientos.

v Definir 6 evaluar la concentracion de citocininas que generen un mayor

cambio morfoldgico en los explantes de tomate.



Hipotesis

Existe diferencia en el potencial de brotes meristematicos obtenidos a partir de la
micropropagacion in vitro de materiales genéticos de tomate Solanum lycopersicum

utilizando altas concentraciones de citocininas como reguladores de crecimiento.



CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Origen del Tomate (Solanum lycopersicum)

En México se considera al tomate (Solanum lycopersicum) como jitomate donde fue
domesticado, pero el origen del mismo es de planicie costera occidental de América

del Sur (Bonilla ef al., 2014).

Corresponde a la familia Solanaceae, en el centro de México se conoce en algunos
paises como tomate bola, esta definicion le dan al tomate céscara o al tomate verde por
otra parte en el norte de México y otras partes del mundo lo denominan tomate

(Gutierrez, 1995).

1.2. Importancia de cultivo de tomate (Solanum lycopersicum)

El tomate es una de las hortalizas de mayor importancia, en huertos familiares y
plantaciones comerciales es decir en todas las regiones del pais es la mas sembrada

(Albornoz et al., 2007).

Segun Alfonso et al., (2005) entre las principales ventajas y beneficios que representa
su cultivo, se pueden mencionar que produce en corto tiempo (100-110 dias); no se
necesita una gran extension de terreno; se adapta a diferentes tipos de suelos; su fruto
es objeto de una gran demanda en el mercado, tanto para el consumo directo como

para la industria; puede producir buenas ganancias.

1.2.1. Descripcion morfolégica

La raiz esta formada por la raiz principal (corta y débil), numerosas y potentes raices
secundarias, el tallo principal con un eje de 2 a 4cm de grosor en su base, sobre el que
se desarrollan las hojas, tallos secundarios (ramificacion simpodial) e inflorescencias,
la hoja compuesta e imparipinnada con foliolos peciolados, lobulados, con borde

dentado y recubiertos de pelos glandulares. Las hojas se disponen de forma alterna



sobre el tallo mientras que la flor obtiene caracteristicas, 5 o mas sépalos e igual

numero de pétalos de color amarillo (Juarez et al., 2015).

1.2.2. Fisiologia del tomate

La tomatera es una planta anual de porte arbustivo que se desarrolla de forma rastrera,
semirrecta o erecta. Dependiendo de la variedad se considera determinado o
indeterminado. Es necesario ambientes calidos, buen drenaje de suelo e iluminacion.
Con distintos tipos de suelo es cultivado también en temperaturas y salinidad (Nuez,

1995).

1.3. Mejora genética del tomate

Alvarez y Moya (2003 ) sefiala que el tomate (S. lycopersicum) ha sido durante muchos
afios una de las principales hortalizas que se cultivan y comercializan. Su produccion
hace 20 afios se asentaba en algunas variedades foraneas, el clima era un problema por
la adaptacion y susceptibilidad, por lo que la mejora genética ha estado encaminada a

las variedades adaptadas y resistentes.

1.3.1. Totipotencialidad celular

Segretin, (2006) indica que la totipotencialidad celular es caracterizada por ser un
grupo de células vegetales llamadas células meristematicas, en distintos 6rganos de las
platas esta presente. La potencialidad es una célula de conduccion epidérmica. Para
generar un organismo completo y un tejido el grado de diferenciacion alcanzada por

la célula disminuye.

1.4. Cultivos in vitro

Segun Intagri, (2016), los cultivos in vitro radica en obtener una porcion de planta,
ejemplo una hoja, el apice o algin 6rgano o segmento de la planta para colocarla en

un sustrato estéril llamado medio nutritivo.



El cultivo in vitro o mas conocido como cultivar en vidrio implica aplicar varias
técnicas de manejo vegetal, de la misma manera se aplica técnica para los protoplastos,
células, organos, tejidos. Con variedades de técnicas se podran obtener plantas sin
microbios en medios de cultivos estériles con condiciones ambientales controladas

(Murashige y Skoog, 1962).

1.5. Factores que influyen en los procesos de cultivo in vitro

Para la reproduccion de plantas en laboratorio con condiciones favorables que
conformen el ambiente necesario para las plantas es muy complicado, por esa razon se
determinan factores que tengan influencia con el crecimiento y desarrollo para

mantener las condiciones controladas (Castillo, 1992).

1.5.1. El medio de cultivo

Antes de que se realicen procesos de siembra, se necesita poseer medios de cultivos
listos con su dosificacion correspondiente, sea para explantes, brotes o enraizamiento
en recipientes desinfectados y esterilizados. El medio de cultivo es importante ya que
en su interior se desarrollan las plantas mediante el cual van a recibir los nutrientes
necesarios para su crecimiento y desarrollo de tejidos, el medio esta constituido por
sales minerales que contribuyen N, P, K, S, Ca y Mg que son los macronutrientes
esenciales, y Fe, B, Mn, Zn, Cu, Mo y Co considerados micronutrientes, la fuente de
carbono se la obtiene de la sacarosa ademas puede ser beneficiado con aminoacidos,
vitaminas y hormonas que regulan el crecimiento del material vegetal, también se

agrega agar que es un gelificante que ayuda a solidificar el medio (Murashige y Skoog,

1962).

1.5.2. Eleccion de explante

Los explantes a seleccionar pueden ser tejidos, c€lulas sueltas, granos de polen,
protoplastos, esposas o semillas, son considerados como células somaticas experto el

ovulo y los granos de polen, el explante a usar debe ser seleccionado dependiendo el



objetico del trabajo, también depende de la especie y €l esta en que se encuentra la

planta madre (Montoya, 2020)

1.5.3. Lugar de trabajo

El lugar de trabajo en el proceso de siembra es fundamental, por ello la asepsia del
mismo cumple un papel importante; por esto, es indispensable el uso de aspersores de
alcohol para el espacio de trabajo en un porcentaje minimo de 70 %, y para el manejo
de pinzas y otros implementos requeridos para los cortes vegetativos en un porcentaje

del 90%.

En cuanto a la camara de transferencia es necesario que cuente con gabinete de flujo
laminar o aire estéril y que esté suficientemente distante de corrientes de aire; si no es
posible contar con este equipamiento se puede utilizar cuartos esterilizados con luz

UV pero nunca expuestos directamente a ella (Montoya, 2020).

1.5.4. El operador

El operador es uno de los principales causantes de la contaminacion microbiana en las
practicas biotecnologicas en cultivos in vitro; por lo que su asepsia es vital desde el
lavado de manos con jabon antibacteriano hasta el uso de ropa estéril cuando se
manipule la cdmara de flujo laminar para evitar agentes contaminantes en el proceso

de pre-germinacion, siembra de explantes y brotes (Levitus ef al., 2010).

1.5.5. Material vegetal

Chavez y Feria, (2012), manifiestan que en la propagacion in vitro existen dos
caracteristicas para la eleccion del material, en primer lugar, estd el material vegetal
utilizado para ejecutar los procesos y técnicas, para dar inicio a un proceso de
micropropagacion y formar brotes nuevos con partes pequefias de la planta. En

segundo lugar, de una especie obtener un cultivo masivo, asi producird mas plantas en



menos tiempo en espacios reducidos, lo que muestra que no solo se puede producir por

temporadas sino todo durante toda la época el afio.

1.5.6. Tipo y estado de lo explantes

Juarez et al., (2015) menciona que, la evolucion genética del tomate requiere detallar
un método eficaz de micropropagacion in vitro; sistemas asi son afectados por el tipo
y edad del explante que se utiliza desde el inicio, también interviene la combinacion

de hormonas reguladoras que se emplea.

Cruz, (2019) menciona que, cultivando tomate Micro-Tom reportd la existencia de
algunas limitaciones: 1) sembrar explantes foliares de campo, incrementa la
contaminacion bacteriana o fliingica en la practica y 2) ejecucion de explantes

cotiledonares manipulando asi la semilla.

Los explantes deben ser seleccionados por sus caracteristicas agronémicas y que sean
libres de contaminacioén fungica y sanos, se seleccion de acuerdo al tiempo y se

trasplanta en medio de multiplicacion de brotes (Cancino et al., 2015).

1.6. Problemas de micropropagacion

1.6.1. Contaminacion

En los cultivos in vitro los microrganismos reducen resultados positivos. Durante las
primeras etapas donde las condiciones del cultivo son mas vulnerables, la
contaminacion bacteriana y fungica son determinadas de manera visual o por
microscopios, también para detectar se realiza un diagnéstico de la planta madre antes

de introducir un cultivo in vitro (Parrales et al., 2019).



1.6.2. Oxidacion fendlica

Hernandez y Gonzalez, (2010) indican que en los procesos in vitro las plantas lefiosas,
en su mayoria los frutales no se determina el oscurecimiento del tejido, este fendmeno
llamada necrosis se lleva a cabo por las enzimas de tipo polidenoloxidasas y tirosinasas
que se produce cuando el tejido tiene una herida, actuando en los polifenoles y tirosina
que a su vez las quinonas que estas son fitotoxicas y pueden polimerizarse, y en

consecuencia priva el crecimiento de los explantes.

1.7. Factores fisicos

1.7.1. Luzy temperatura

Castillo, (1992) recalca que en el proceso de propagacion in vitro se debe tener en
cuenta los niveles de luz y temperatura idoneos para el manejo de los explantes;
generalmente estan definidos entre 21 a 23 °C y dependiendo del cultivo el numero

1doneo de horas de luz.

Huerta, (2014) menciona en su ensayo de tomate (Solanum lycopersicum) el proceso

de germinacion requiere fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad con una
luminosidad de 70 pE.m-2s -1 que proviene de fluorescentes GRO-LUX y una
temperatura de 25 £+ 1°C.

1.7.2. Micropropagacion

Orrego et al., (2005) sefiala que la micropropagacion o propagacion masiva in vitro es
la técnica que, mediante el cultivo de tejidos asépticos, ha cobrado gran importancia
en las ltimas décadas; aunque las investigaciones actuales al respecto son destinadas
para aplicarse en el comercio. Especificamente, esta técnica ha resultado benéfica para

la horticultura.



Castillo, (2017) indica que, la propagacion clonal, es uno de los estudios mas corrientes
del cultivo in vitro, con la utilizacion de explantes obtenidos de una planta denominada

“madre”, donde se consigue clones (genéticamente iguales).

1.8. Métodos de micropropagacion

1.8.1. Embriogénesis Somdtica de Células

A partir de una célula se da la formacion de un embridn, los gametos no son necesarios.
Se conoce en la naturaleza como una forma de apomixis que es un fenomeno artificial,
en el 1958 se da la descripcion por primera vez de la embriogénesis somatica. Para la
produccion masiva de plantas in vitro este método es el mas eficiente por la naturaleza
bipolar del embrion ya que proporciona cortos periodos de tiempo para la
multiplicacion, la desventaja radica en desconocimiento para regular este proceso
siendo un limitado nimero de especies los cuales se describe una embriogénesis que

permite un uso productivo (Freire, 2003).

Las técnicas de embriogénesis somatica tienen ventajas en regeneracion de plantas,
utilizando yemas basales, se da un gran potencial para prevalecer las limitaciones para
propagar clonalmente las plantas. Tomando en cuenta que en cultivos in vitro si se
utiliza el explante y un regulador de crecimiento correcto, es probable obtener

resultados positivos (Viflas y Jiménez, 2011).

1.8.2. Organogénesis somdtica

Ojeda, (1996) establece que, la técnica mas utilizada que comprende en desarrollar
yemas o meristemos radicales a partir de los explantes, en coniferas da resultados

favorables a partir de la estimulacion de yemas.
La regeneracion involucra cuatro etapas, cada una se manejada por separado:

a) Induccion y desarrollo de yemas adventicias

b) Alargamiento de yemas
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¢) Multiplicacion de brotes

d) Enraizamiento

1.9. Etapas de la micropropagacion

1.9.1. Etapa preparativa del material genético

Determinando la calidad y la correcta eleccion de los explantes se reduce los dos
problemas primordiales en esta etapa que es la contaminacion y la oxidacion de los
explantes. Los factores que influyen en el comportamiento de los explantes son, la
estacion en que extrae el material vegetal, el tamafio, los dias, tipo de dérgano que sirve

como explante, la fisiologia y el estado sanitario de la planta donante.

Bajo una seleccion masal se elige la planta para obtener las caracteristicas agrondmicas
deseables, luego se define el tipo de explante de acuerdo a su investigacion in vitro,
los materiales deben ser 6rganos jovenes ya que tienen buena respuesta que los de

materiales adultos (Levitus et al., 2010).

1.9.2. Establecimiento del cultivo

En esta etapa es recomendarle establecer cultivos viables, de acuerdo a la calidad del
explante obtendremos el éxito de esta etapa.

Los tejidos meristematicos jovenes bien seleccionados llevan protagonismo, para esto
se maneja un protocolo como el lavado de los explantes con agua destilada, etanol 70%
por un minuto, también aplicar hipoclorito de sodio y por tltimo se enjuagan por tres

veces los explanes (Levitus et al., 2010).

1.9.3. Multiplicacion y elongacion de brotes

Delgado y Hoyos, (2014) indican que la multiplicacion influye en el crecimiento y

desarrollo de los brotes; para dar a cabo este proceso, se realiza cortes en los brotes,
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aproximadamente de 2 cm y se establecen en frascos que contienen medio de cultivo

adicionando hormonas vegetales para ayudar a su crecimiento.

1.9.4. Enraizamiento in vitro

Gutierrez, (1995) sefiala de forma in vitro en la etapa Il o in vivo en la etapa IV pueden

estimular raices.

Seglin Garcia y Sanchez, (2015) indica que para inducir raices en los explantes se
siembra brotes en medios de cultivo que contengan hormonas como son las auxinas

(ANA'Y AIB), ya se sea solas o combinadas en dosis desde 0 hasta 2mg/It.

1.9.5. Aclimatacion del material obtenido in vitro

En la aclimatacion las plantas enraizadas son muy sensibles las cuales sufriran cambios
diferentes que permitiran la adaptacion, en el momento de extraer los explantes de los
frascos, estaran sensibles a las condiciones de invernadero considerando la humedad
relativa alta y que los estomas atn no estdn adaptados para transpirar puesto que
estuvieron en condiciones controladas en el laboratorio, por otra parte crecer en
condiciones ambientales tan hiumedas, a la planta le falta desarrollar la cuticula que
representa la barrera fisica para evitar la pérdida de agua a lo largo de toda la superficie
de la planta (Castillo, 1992).

La siguiente lista determina las caracteristicas de las plantas en condiciones de

laboratorio (in vitro) y condiciones naturales (ex vitro).

In vitro
e No realiza fotosintesis
e Crece en condiciones controladas
e Alta humedad relativa
e Estomas no funcionales

e Ausencia de pelos radicales
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In vivo
e Realiza la fotosintesis
e Crecimiento en condiciones no controladas
o Humedad relativa variable
e [Estomas funcionales

e Presencia de pelos radicales

1.10. Produccion de tomate in vitro

Es la produccion de un gran nimero de plantas a partir de especies en las cuales el
desarrollo de la planta a partir de semilla es dificil, que estd relacionada con la
propagacion clonal de un gran numero de plantulas idénticas genéticamente, la
produccion de plantas libres de virus y el mejoramiento de cultivos a través de varias

técnicas de modificacion genética (Gutierrez, 1995).

1.11. Uso de reguladores de crecimiento vegetal

Segun Cortes et al., (2019) los reguladores de crecimiento vegetal son elementos que
actiian sobre el desarrollo de las plantas, se activan a concentraciones minimas entre
los reguladores se puede diferenciar entre las producidas por las plantas y aquellas de
origen sintético, las que se encuentran de forma natural en las plantas se las llama

fitohormonas.
Una aplicacion exodgena produce una extensa variedad de respuesta y desarrollo en la

planta, el crecimiento del tallo es uno de los efectos mas evidentes por el alargamiento

celular (Alférez et al., 2013).

13



1.11.1. Citocininas

Es el grupo de hormonas vegetales llamadas fitohormonas que promueve la
diferenciacion celular, controla el crecimiento de brotes y de las raices también el

envejecimiento de las hojas llamada senescencia (Vilchez et al., 2014).

1.11.1.1. Funciones que cumple la citocinina

La citocinina tiene como funcion estimular la division celular, si es combinada con
auxinas llegaria a obtener resultados mejores. La induccion de brotes se manifiesta con
las altas concentraciones de las mismas e inhiben la formacion de raices, también

genera tallos y prolifera yemas laterales (Indacochea, 2019).

1.11.1.2. Importancia de la citocinina

Admite aplazar procesos de envejecimiento celular y ayuda al transporte de auxinas,

por otro lado ayuda en el fenomeno de la organogénesis (Indacochea, 2019).

1.11.2. Auxinas

Son hormonas vegetales que ayudan en la formacioén de 6rganos de las plantas y es
dado a un grupo de compuestos que estimulan la elongacion. La evidencia reciente
apunta que existen varias auxinas indoliceticas naturales en las plantas, el acido

indolacético (IAA) es la forma predominante (Jordan y Casaretto, 2006).
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Ubicacion y descripcion del lugar del experimento

El presente ensayo de investigacion se establecera en la Universidad Estatal Peninsula
de Santa Elena UPSE especificamente en el Laboratorio de Mejoramiento y
Micropropagacion Vegetal del Centro de Investigaciones Biotecnologicas (CEB), que
se encuentra ubicada en La Libertad, provincia de Santa Elena, establecimiento
ubicado geograficamente a 2°13°55,83” latitud sur y 80°52°33.30” de longitud oeste,

con una altitud de 10 msnm.

Imagen 1 Laboratorio de mejoramiento y micropropagacion vegetal del centro de
Investigacion Biotecnologicas (CEB)

2.2. Materiales y equipos

2.2.1. Material vegetativo
(Solanum lycopersicum Mill) tolerante a estrés hidrico en la peninsula de Santa Elena

ha generado materiales con caracteristicas agronomicas deseables y tolerancia a estrés

abioticos, los materiales utilizado son: UPSE-78, UPSE-19 y el hibrido Micaela.
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2.2.2. Variedad de Tomate UPSE 78

Linea promisora de tomate tolerante a estrés hidrico, estudiadas durante el afio 2013 a

2019 proveniente del hibrido Daniela, logrando que con altas concentraciones de agua

de mar germine, las caracteristicas agronémicas (tabla 1) son:

Tabla 1. Caracteristicas agronomicas des la variedad de tomate UPSE-78

plagas que afectan al cultivo

Dia de floracién 40 dias DDT
Altura de planta 1.14-135m
Numero de racimos florales 5a7
Numero de fruto por racimo 5-8
Peso promedio de fruto 108 —110g
Rendimiento Ton/ha 54 a 100
Grados Brix 4.19
Dureza de la pulpa 5.14
Estrés hidrico Tolerante
Resistencia a Prodiplosis longifila y otras Moderado

Elaborado por: Claudia Melgar

2.2.3. Variedad de Tomate UPSE 19

Proveniente del hibrido Acerado, germina en altas concentraciones de agua de mar con

pedigri es decir tolera estrés hidrico, investigado entre los afio 2013 al 2019, sus

caracteristicas agrondmicas se presentan la tabla 2.
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Tabla 2. Caracteristicas agronomicas variedad de tomate UPSE-19

plagas que afectan al cultivo

Dia de floracion 45 dias DDT
Altura de planta 1.38—1.45m
Numero de racimos florales 4a6
Numero de fruto por racimo 3-5
Peso promedio de fruto 134-160 g
Rendimiento Ton/ha 32a90
Grados Brix 3.54
Dureza de la pulpa 5.26
Estrés hidrico Tolerante
Resistencia a Prodiplosis longifila y otras Moderado

Elaborado por: Claudia Melgar

2.2.4. Hibrido de tomate MICAELA

Es un hibrido productivo de la nueva generacion de Daniela y Dominique, tomate

recomendado para la produccion en las regiones de la costa y sierra ecuatoriana ya que

es muy ventilado, larga vida y excelente cuajado en frio, sus caracteristicas

agronomicas (tabla 3) son:

Tabla 3. Caracteristicas agronomicas MICAELA

Tipo de crecimiento

Indefinido

Vigor

muy fuerte

forma de fruto

Redondo medio

Peso promedio de fruto

180-200 g

Elaborado por: Claudia Melgar
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2.2.5. Material de Laboratorio

MATERIALES
Matraz Erlenmeyer 250, 500 y 1000 ml
Vasos de precipitacion 50,200 y 500 ml
Probeta 50y 250 ml
Bisturi 4
Mechero de alcohol 100%
Alcohol 50- 70- 100%
Cloro comercial 50%

Jabon Liquido

Cajas Petri esterilizadas
Frascos de vidrio
esterilizados

Espatula de acero

Papel filtro

Papel adhesivo transparente
Papel aluminio

Varilla agitadora magnética
Cinta Parafilm

Cinta blanca

Agua destilada
INSUMOS
Agar
Sacarosa
Sales de Macro y Micronutrientes
MS

Hormona Citocinina: kinetina

Vitamina Inositol
Vitamina T-HCL

EQUIPOS
Micropipetas 1000-100ml
Puntas de pipetas 1000-100ml
Balanza analitica
Peachimetro
Agitador Magnético
Cémara de crecimiento
Cémara de flujo laminar




Autoclave
Estufa

2.3. Disefio experimental y tratamientos

2.3.1. Tratamientos

El experimento se analizara mediante un Disefio Completamente al Azar (DCA) con
un arreglo factorial 3x4, considerando cuatro concentraciones con hormonas y uno sin

hormonas con tres materiales genéticos (tabla 4).

Tabla 4. Material genético y sus concentraciones de hormona

Material genético Concentraciones Citocinina
MG1: UPSE-78 Medio 1: M1 (0,0 mg/l)
MG2: UPSE-19 Medio 2: M2 (0,6 mg/I citocinina)

MGS3: Hibrido Micaela Medio 3: M3 (0,7 mg/I citocinina)

Medio 4: M4 (0,8 mg/I citocinina)

Elaborado por: Claudia Melgar

Tabla 5. Numero de tratamientos segun los materiales de tomate y concentraciones de

citocininas
T1: MGIM1 T4: MG2M 1 T7: MG3M1 T10: MG4M 1
T2: MG1M2 T5: MG2M?2 T8: MG3M2 T11: MG4M?2
T3: MG1M3 T6: MG2M3 T9: MG3M3 T12: MG4M3

Elaborado por: Claudia Melgar

2.3.2. Disefio experimental

El ensayo fue realizado usando tres genotipos y cuatro concentraciones, con tres

repeticiones por tratamiento incluido el testigo absoluto. En total 35 unidades

experimentales.
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2.3.3. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos seran analizados con el programa estadistico InfoStat,

aplicando la prueba de Duncan p>0,05.

Tabla 6. Analisis estadistico

Fuente de Variacion Grados de libertad
Tratamientos 11
A (Mat gen) (a-1) 2
B (Medio) (b-1) 3
Interaccion A*B 6
Error Experimental T(r-1) 24
Total (T*r)-1 35

Elaborado por: Claudia Melgar

2.3.4. Delineamiento experimental

IS

°

Disefio experimental

Tratamientos

Repeticiones

Total de unidades experimentales
Numero de semillas por unidad
experimental

Numero de frascos por tratamiento
Total de semillas por tratamiento

Total de semillas

DCA con arreglo factorial 3x4
12

3

36

5

15
180
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2.4. Manejo del experimento

2.4.1. Limpieza de los equipos y materiales

Para mantener el espacio y equipos de trabajo totalmente limpio es recomendable
ejecutar una limpieza antes y después de realizar las actividades de laboratorio, los
equipos a utilizar deben estar bien desinfectados y en buen estado para evitar
problemas de contaminacion en la esterilizacion del material vegetal, siembra y

manejo de explantes.

2.4.2. Esterilizacion de los materiales de laboratorio

La esterilizacion de los materiales se inicia lavando con una solucion de cloro al 70%
y enjuagados con abundante agua. Se elimina el exceso de agua, y a continuacion, se
colocan los materiales de vidrio con papel aluminio en la superficie y se introducen en
la estufa a 80°C por 2 horas, el objetivo es eliminar microorganismos que pueden

provocar dafios como contaminacion en el ensayo.

2.4.3. Esterilizacion de semillas

Para realizar el proceso de esterilizacion se inicia lavando la semilla en una caja Petri
con jabon liquido, se agita y enjuaga varias veces hasta que se elimine la exceso de
detergente y el resto de fungicida o mucilago que posea la semilla, posterior a eso en
la camara de flujo laminar se realiza la desinfeccion, preparando soluciones con
alcohol al 70% donde se deja reposar las semillas lavadas por un minuto, y luego se
colocan en una solucién con cloro al 5% durante 5 minutos; transcurrido el tiempo se

enjuga con agua destilada con intervalos de 5, 10 y 15 minutos.
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2.4.4. Pregerminacion de semilla

En la cdmara de flujo laminar se introducen los materiales estériles como, caja Petri,
papel filtro, pinzas, agua destilada, gotero y semillas. En la caja Petri se introducen 2
laminas de papel filtro, luego con la pinza colocamos las semillas sobre el papel y con
el gotero humedecemos 5 a 7 ml de agua destilada estéril, se sella la caja Petri y se

deja por 3 dias en oscuridad para que emerja la radicula.

2.4.5. Preparacion de medio de cultivo para germinacion (M1)

Enla tabla 7 se mencionan los insumos que se utilizaron para la preparacion del medio

de cultivo para la germinacion de semillas de tomate.

Tabla 7. Componentes del Medio de germinacion (M1)

Agar 7 g/l
Sales MS 5¢/1
Sacarosa 30 g/l

Vitaminas B5* (10 ml)
Inositol (100 mg/1)
TH-CI (1 mg/1)

*Solucion madre

Anadir en un vaso de precipitacion 500 ml de agua destilada estéril, adicionar 5 g/l de
sales, vitaminas y con un agitador disolver, inmediatamente se mide el pH de la
solucion preparada la cual debe estar en un rango de 5,6 a 5,8. Colocar la solucion en

un matraz y aforar con 500 ml de agua destilada estéril y afiadir el agar.

Mezclar la solucion en el termo agitador durante 10 a 15 minutos, posteriormente se

trasladé a una autoclave por 45 minutos a 121 grados centigrados y 15 psi de presion.
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2.4.6. Siembra de semillas

El proceso de siembra se realizd en la cdmara de flujo laminar, la cual debe estar
previamente esterilizada, es recomendable limpiar con alcohol; posteriormente se
introduce el material a utilizar como: pinzas, mechero de alcohol, papel filtro, papel
adherente, frascos con medio solidificado, recipiente con alcohol; todos los materiales
fueron previamente esterilizados. Se procede a sembrar tomando las semillas pre
germinadas con pinzas, luego se flamea la superficie del frasco para evitar
contaminacion, se sella con plastico adherente; y luego se trasladan los frascos con
semillas pre germinadas a la cdmara de crecimiento que mantienen temperaturas de 24

a 26 °C con fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad.

2.4.7. Preparacion de medio para siembra de explantes (M2)

La preparacion del medio de cultivo para siembra de explantes tiene en su composicion

varios insumos, detallados en la (tabla 8).

Tabla 8. Insumos para la preparacion de medio para siembra de explantes de tomate (M2)

Agar 7 g/l
Sales MS 5 g/l
Sacarosa 30 g/l

Vitaminas B5 * (10 ml)
Inositol (100 mg/L)
TH-C1 (1 mg/L)

Fitohormonas
Kinetina 0,6 a 0,8 mg/L.

*Solucion madre

En un vaso de precipitacion se afiadido 500 ml de agua destilada estéril, luego se
adicionaron las sales, sacarosa, vitaminas y la fitohormona, luego se mide el pH que
debe estar entre 5,6 a 5,8, posterior a eso se aford los 500 ml restantes de agua

destilada. Una vez terminado este proceso se coloco en un termo agitador para disolver
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todas las particulas, por ultimo se lo coloco en el autoclave a temperatura de 121°C

para su esterilizacion. Antes de dispersarse agregan los antibioticos.

2.4.8. Siembra de meristemos apicales

Para elegir los explanes, debe haber trascurrido 15 dias desde que se coloco la semilla
pre germinada en medio de cultivo M1, los explantes con buenas caracteristicas
morfoldgicas se obtienen de las plantulas con la ayuda de un bisturi, para esto se
procede a corta el hipocotilo y la mitad de los cotiledones, y con mucho cuidado con
la ayuda de la pinza estéril se sembro en el medio de cultivo M2 posterior a esto se
flamea el borde del frasco para evitar contaminacion, se sella, y se etiqueta con la
informacion correspondiente para trasladarlos a la camara de crecimiento que
mantienen temperaturas de 24 a 26 °C con fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas

oscuridad.

2.5. Variables Experimentales

2.5.1. Porcentaje de oxidacion

Los explantes fueron evaluados a los 20 dias después de la siembra en medio de cultivo

M2, por la coloracion oscura que se observa en el tejido.

2.5.2. Porcentaje de contaminacion
La contaminacion fue evaluada de forma visual a los 15 dias después de la siembra de

los explantes, se determind la presencia de hongos en la superficie del medio, al

observar variacion de color en el medio, detallado en porcentaje.
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2.5.3. Longitud de brotes
La longitud se evalu6 a los 5, 10 y 15 dias después de la siembra del explante en medio

de cultivo M2, usando un calibrador Verier, medidos desde la base hasta el apice del

explante, valor reflejado en milimetros.

2.5.4. Numero de brotes por explante

La toma de datos se da a los 20 dias después de la siembra del explante en medio de

cultivo M2, contabilizando el nimero de brotes que se presentan por explante.

2.5.5. Promedio de niumero de hojas

La variable fue evaluada de manera visual, contabilizando el nimero de hojas que

desarrollan los explantes hasta los 20 dias.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Porcentaje de oxidacién o necrosis

9,199 8,97
71
5,99 M
6,36

=
=] 552 552 552
S ;
(]
=i
X 4794 5. 5.
o & 453 453
w
o
\Q
© 3,24 3,24

2,58

0,71 0,71
0,39 )
M Mcz Mc3 mcé

Medio de Cultivo

|. vesers ] uesets [ r.1ICAELA|

Figura 1. Porcentaje de oxidacion o necrosis evaluado a los 20 dias después de la siembra
de explantes, en los genotipos UPSE 78, UPSE 19 y MICAELA sometidos a distintas
concentraciones de citocinina.

Figura 2. Oxidacion en explantes de tomate observada en lente 40x a los 20 dias de su

siembra.

La figura 2 muestra la oxidacion que se presento6 hasta los 20 dias de establecimiento

del cultivo in vitro, mismo que se observd en el microscopio Optico a 40x.
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La figura 1 muestra que el genotipo UPSE-78 en el MC1 (medio de cultivo) logro el
mayor porcentaje 8,97% de oxidacion, seguido del MC3 y MC4 que obtuvieron similar
porcentaje 5,52% en cambio el MC2 obtuvo un menor porcentaje 4,53%, por otro lado
UPSE-19 en el MC1 alcanz6 6,36% de oxidacion, en el MC2 y MC3 el porcentaje fue
parecido con un valor de 3,24% y en el MC4 la oxidacion llego6 a 4,53% mientras que
MICAELA en el medio MC2 y MC4 la oxidacion fue minima con un valor de 0,71%,
sin embargo en el MC1 y MC3 el porcentaje aumento con valores de 5,52% y 7,11%

respectivamente.

Los resultados logrados en la variable porcentaje de oxidacion que se expresan en la
figura 2; los genotipos UPSE-78, UPSE-19 Y MICAELA en el MC2 (0,6 mg/l
citocinina) dieron un porcentaje menor de oxidacion 4,53; 3,24 y 0,71% mientras que
en el MCI (testigo) fueron los de mayor oxidacién no obstante en general no existio
en los tratamientos porcentajes elevados de oxidacion o necrosis durante el
establecimiento del cultivo hasta el dia 20 de la evaluacion. Estos resultados tiene
semejanza con Azofeifa (2009) quien en su investigacion de problemas de oxidacion
y oscurecimiento de explantes define que los procesos de oxidacion en los cultivos in
vitro son causados principalmente por la composicion del medio de cultivo. Puesto
que cada medio de cultivo tiene una concentracion distinta de hormona de regulacion.
También indica que al ser cortados los explantes inician un oscurecimiento en el corte
perdiendo el color verde natural, liberando exudados que se conoce son mezclas de

sustancias fendlicas (metabolitos secundarios).

También Cid et al., (2016) indica en su investigacion “Estrategias para disminuir la
necrosis en la multiplicacion y el enraizamiento in vitro” que la necrosis segin el
numero de explantes en el frasco aumenta, ya que se reduce el aire por explante y
también se agotan los nutrientes y esto genera el aumento de la toxicidad, puesto que
en su investigacion realizo el ensayo con 5y 7 explantes por frascos y logro el menor

porcentaje de explantes necrosados con 5 explantes por frasco.
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3.2. Porcentaje de contaminacion
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Figura 3. Porcentaje de contaminacion evaluado a los 15 dias después de la siembra de
explantes, en los genotipos UPSE 78, UPSE 19 y MICAELA sometidos a distintas
concentraciones de citocininas.

En La figura 3 se observa que UPSE-78 en el MC4 alcanza mayor contaminacion
7,11%, seguido del MC3 con 3,24% mientras que MC2 y MCI1 el porcentaje bajo a
0,71%, por otro lado UPSE-19 en MC4 y MC3 obtuvieron el miso valor 5,52% y MC2
y MC1 0,71% de contaminacion mientras que Micaela el valor mas alto fue en el MC3
con 3,24% y en MC4, MC2 y MCI1 la contaminacion fue minima con un valor de

0,71% respectivamente.

Los resultados obtenidos en la variable porcentaje de contaminacion expresan en la
figura 3 que los genotipos UPSE-78, UPSE-19 Y MICAELA a mayor concentracion
de citocinina en el medio de cultivo, mayor porcentaje de contaminacion, teniendo en
cuenta que se manejo temperatura de 23 °C y una humedad relativa de 56% con 12
horas luz y 8 oscuridad sin realizar desinfeccion al explante, lo obtenido es un
contaminante ectofitos es decir se produce en la superficie del medio de cultivo, Estos

resultados no coinciden con Tabango (2011) cuando trabajo con las hormonas BAP y
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KIN que a los 21 dias de evaluacion, presentaron pérdidas del 23% de explantes por
causa de hongo y otros porcentajes entre contaminados por bacterias, muertos y
bacterias/hongos; se considera en la investigacion que fue causa de los minutos de
desinfeccion que mantuvieron con el hipoclorito de calcio que manejaron en los

explantes.

Por otra parte Acosta et al., (2009) indica que es dificultoso identificar de donde
proviene la contaminacién pero existen protocolos para reducir la presencia de
contaminantes ectofitos siendo los mas faciles de eliminar, los hongos mas frecuentes
a encontrar a los 15 dia del establecimiento del cultivo in vitro son: Fusarium sp,

Botrydiploidia sp, Alternaria sp y Aspergillus sp.

3.3. Longitud de brotes

Tabla 9. ANDEVA de la variable longitud del brote en (factor A) material genético en tres
dias evaluados.

Factor A
Dias evaluados G.l F. calculada P/valores
dia 5 2 30,41 <0,0001 *
dia 10 2 0,86 0,4259
dia 15 2 0,57 0,5683
CvV 8,33;12,33;12,52

*Significativo (0.05)
Elaborado por: Claudia Melgar

En Ia tabla 9 se observa el ANDEVA del factor A en la variable longitud del brote
donde los resultados demuestran que en el dia 5 existen diferencias estadisticas
significativas de acuerdo a p-valores pero en el resto de los dias evaluados no existe
diferencia significativa. Ademas, que los coeficientes de variacion son aceptables para

un ambiente controlado donde se llevé el experimento.

29



0,26
0,25
0,24 A
0,23
0,22
0,21
0,2
0,19

m UPSE 78
B m UPSEI19
0,21 MICAELA

Longitud de brote (mm)

UPSE 78 UPSE19 MICAELA

Genotipo

Figura 4. Longitud de brotes evaluado a los 5 dias después de la siembra de explantes, en
los genotipos UPSE 78, UPSE19 y MICAELA sometidos a distintas concentraciones de
citocininas.

En la figura 4 se puede notar claramente la diferencia estadistica significativa de los
genotipos entre UPSE-78, UPSE-19 con MICAELA en funcion de la variable longitud
de brotes con valores de 0,25 y 0,24 mm para UPSE 78 y 19 mientras que para Micaela
la longitud fue de 0,2 1mm.

Los resultados antes mencionados en los cuales se nota que los genotipos promisorios
tuvieron un mejor comportamiento en la variable longitud de brotes en comparacion
con Micaela que teniendo vigor hibrido por ser Fl, esto posiblemente se deba a
adaptacion que han tenido los genotipos promisorios al estrés bidtico y abidtico, lo
mencionado es semejante a Pozo (2019) quien en su trabajo “Comportamiento
agrondmico de dos lineas promisorias de tomate Solanum lycopersicum tolerantes al
estrés hidrico y salinidad”, evalu6 el comportamiento agronémico dando como
resultado que UPSE 78 destaco obteniendo mayor numero de frutos, grados brix y

alcanzé un produccién de 86,59t.ha™".

También Cancino, (2015) manifiestan que en la micropropagacion in vitro es
importante seleccionar el material genético con caracteristicas agronémicas deseadas
que pueden ser: libres de contaminacion fungica y sanos, pudiendo asi obtener

resultados favorables en el comportamiento una vez inmersos en el medio de cultivo.
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Tabla 10. ANDEVA de la variable longitud del brote en (factor B) medios de cultivo en tres
dias evaluados.

Factor B
Dias evaluados Gl F. calculada P/valores
dia 5 3 12,43 <0,0001*
dia 10 3 14,76 <0,0001*
dia 15 3 8,74 <0,0001*
CV 8,33; 12,33;12,52

*Significativo (0.05)
Elaborado por: Claudia Melgar

En la tabla 10 la ANDEVA del factor B en la variable longitud del brote donde los
resultados demuestran que en los dias 5, 10 y 15 existen diferencias estadisticas
significativas de acuerdo a p-valores. Ademads, que los coeficientes de variacion son

aceptables para un ambiente controlado donde se llevo el experimento.
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Figura 5. Longitud de brotes evaluado a los 10 dias después de la siembra de explantes, en
los genotipos UPSE 78, UPSE19 y MICAELA sometidos a distintas concentraciones de
citocininas.
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En la figura 5 se observan las diferencias estadisticas significativas de los medios de
cultivo en funcion de los dias evaluados, donde se nota que los 15 dias de la evaluacion
se ha obtenido la mayor longitud de brotes con valores 0,52; 0,55; 0,48 y 0,48 mm
para MC1, MC2, MC3 y MC4 respectivamente; seguido del dia 10 cuyos valores en
la longitud de brotes fueron 0,38; 0,44; 0,45 y 0,46 mm para MC1, MC4, MC3 y MC2.
Finalmente, al dia 5 de la evaluacion se obtuvieron los valores mas bajos de la longitud

que fueron 0,22; 0,23; 0,24 y 0,25mm para los MC1, MC2, MC3 y MC4.

Los resultados demuestran que a medida que se incrementa la concentracion de
citocinina en el medio de cultivo, se elonga el brote hasta MC2 (0,6 mg/1) a partir del
dia mencionado, es decir al dia 10 y 15 en las concentraciones MC3 y MC4 se inhibe
el desarrollo del brote, lo que posiblemente se deba a que a mayor concentracion de
citocinina mayor oxidacion. Lo sefialado concuerda con Aucapifia y Lopez Paul,
(2016) quienes en su investigacion titulada definicion de protocolos para el uso de
fitohormonas obtuvieron en la concentracion 0,5 mg/l de kinetina una mejor tasa de
elongamiento de brotes por su crecimiento y desarrollo, ademéas mencionan que

cuando se usan concentraciones superiores los resultados son desfavorables.

Mientras Matos et al. (2015) en su trabajo con las hormonas ANA 0,1 mg/lI'y BA
1 mg/I"! obtuvo resultados diferentes con una longitud menor a 10 mm en el cultivo de

palmito (chamero) a la sexta semana con 22 a 26 °C , 16 horas luz y 8 de oscuridad.

Tabla 11. ANDEVA de la variable longitud del brote en (factor AxB) material genético por
medio de cultivo en tres dias evaluados.

Factor AxB
Dias evaluados Gl F. calculada P/valores
dia 5 6 14,78 <0,0001*
dia 10 6 7,48 <0,0001*
dia 15 6 2,47 0,0289
CV 8,33; 12,33;12,52

*Significativo (0.05)
Elaborado por: Claudia Melgar
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Enlatabla 11 se observa el ANDEVA del factor AxB en la variable longitud del brote
donde los resultados demuestran que en los dias 5 y 10 existen diferencias estadisticas
significativas de acuerdo a p-valores pero en el dia 15 no existe diferencia significativa.
Ademas, que los coeficientes de variacion son aceptables para un ambiente controlado

donde se llevo el experimento.
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Figura 6. Longitud de brotes evaluado a los 15 dias después de la siembra de explantes, en
los genotipos UPSE 78, UPSE 19 y MICAELA sometidos a distintas concentraciones de
citocininas.

En la figura 6 se presenta la interaccion de genotipos x medios de cultivo, donde se
encontr6 que la UPSE-19 respondié mejor en la longitud de brotes iniciando con 0,45
mm en MC1 y continua su desarrollo con MC2 hasta llegar a 0,6 mm donde detiene
su desarrollo; mientras MICAELA alcanza una longitud de 0,52 mm y mantiene su
desarrollo practicamente en el resto de los medios, pero en el caso de UPSE-78 se
observa incremento significativo de la longitud en MC2 donde su elongacion

finalmente se detiene.

Estos resultados posiblemente se dan debido a que, a mayor concentracion de
citocinina mayor oxidacion de los explantes, evitando a su vez el proceso de desarrollo.
Estos resultados fueron similares a los referidos por Karthik et al, (2011) en Aloe

barbadensis, quienes empleado un medio de cultivo similar (2,0 mg 1! de 6-BAP), la
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consideraron como la citoquinina mas efectiva en la induccion al crecimiento de yemas

axilares.
También Yanez et al. (2017) indican en su trabajo que los compuestos fenodlicos afecta
de manera negativa el tejido vegetal, que manifiesta el ennegrecimiento alrededor del

explante y luego al medio, provocando dafios, detencion, lento crecimiento y muerte

del explante.

3.4. Numero de brote por explante
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Numero de brotes

0
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Figura 7. Numero de brotes evaluado a los 20 dias después de la siembra de explantes, en
los genotipos UPSE 78, UPSE19 y MICAELA sometidos a distintas concentraciones de
citocininas.

En la figura 7 se observa que los genotipos UPSE- 78, UPSE-19 y MICAELA
obtuvieron un brote por explante al dia veinte de la evaluacion en los cuatro medios

incluyendo el testigo.

Los resultados antes mencionados demuestran que los genotipos estudiados se
comportaron igual en los diferentes medios de cultivos obteniendo un brote para todos
los tratamientos esto podria ser por la oxidacion generada en los explantes o la reaccion
que genera el uso de la citocinina , lo antes mencionado coincide con (Martinez et al.,
2012) que indica que al aumentar la concentracion de kinetina disminuye el nimero
de brotes por explante a diferencia de la aplicacion de BAP, quien en su investigacion

utilizo 0,22 mg/l"! de BAP en el medio de cultivo teniendo un aumento del niimero de
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brotes asi mismo en hojas, sin embargo a los 21 dias de evaluacion not6 exudacion y

pigmentos de color oscuro en los explantes.
Azofeifa (2009) expresa que las especies monocotiledoneas especificamente el sorgo
no genera mayor numero de brotes por explante por alto nivel de oxidacion, para

disminuir la proliferacion aplico acido ascorbico que dio resultados favorables para los

explantes.

3.5. Promedio de numero de hojas
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Figura 8. Numero de hojas evaluados a los 20 dias después de la siembra, en los genotipos
UPSE 78, UPSE 19 y MICAELA sometidos a distintas concentraciones de citocininas.

La figura 8 muestra que el genotipo MICAELA en el MC4 (medio de cultivo) logro
un mayor promedio de 2 hojas, seguido del MC3 y MC2 en donde obtuvieron similares
promedios con valores de 1,5 hojas; en cambio el MC1 obtuvo un menor promedio
con 1,2 hojas. Por otro lado, UPSE-19 en el MC4 alcanz6 1,9 hojas mientras en el
MC1, MC2 y MC3 el nimero fue similar con 1,5 hojas mientras que UPSE-78 en el
testigo MC1 obtuvo 1,8 hojas, en cambio en MC2, MC3 y MC4 logr6 el mismo

numero de hojas con un valor de 1,5 respectivamente.

Los resultados demuestran que el mayor nimero de hojas se consiguié con UPSE-19

y el hibrido MICAELA en el MC4 (0,8 mg/I"' KIN) y posiblemente se deba a que es
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un genotipo llevados a estrés y vigor hibrido que posee esto no concuerda con Cruzatty
et al., (2015) quienes en medios con dosis hormonal citocinina obtuvieron 2,70 hojas
mientras que en ausencia de citoquininas 3,60 hojas. Puesto que el mayor ntimero de
hojas obtuvo el testigo con un promedio de 4,35 hojas a diferencia del cultivo con

hormona que logré 1,99 hojas.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Las altas concentraciones (0,8 mg/I'") de citocinina generaron mayor porcentaje
de contaminacién y mayor ntimero hojas, pero el crecimiento de brotes se inhibe

debido a que a mayor concentracion de hormona se observa mayor oxidacion.

El genotipo UPSE-19 fue identificado por generar brotes de 0,59 mm de longitud
en MC2 con concentraciéon de 0,6 mg/I"" KIN.

La concentracion del MC2 (0,6 mg/l"!) es considerada la mejor por generar
cambios morfologicos en los explantes como mayor longitud de brotes, numero
de hojas y desarrollo del brote, asi mismo se manifestdé menor oxidacion y

contaminacion.

RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones con dosis combinadas de citocininas, auxinas Yy

giberelinas para obtener explantes con mejores caracteristicas fenotipicas.

Investigar la micropropagacion con otras especies vegetales usando citocinina

con concentraciones mayores a 0,8 mg/1™!.

Para la germinacion es recomendable aplicar agua caliente, asi la germinacion de

la semilla se efecttia en menos dias.
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ANEXOS

Imagen 2 A. Materiales para realizar el medio de cultivo



Imagen 3 A. Incorporacion de la hormona citocinina al medio
de cultivo
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Imagen 4 A. Medio de cultivos con distintas concentraciones de citocinina



Imagen 5 A. Siembra de explantes de tomate



Imagen 6 A. Tratamientos en la camara de crecimiento

Imagen 7 A. Tratamientos M4V?2
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Imagen 8 A. Obtencion de datos de las diferentes
variables a los 10 dias.

Imagen 9 A. Andlisis de resultados obtenidos en los cultivos in vitro.



e Porcentaje de oxidacién o necrosis

Dia 20
UPSE78 UPSE 19 MICAELA
MCI 8,972179222 6,36396103 5,52268051
MC2 4,527692569 3,24037035 0,70710678
MC3 5,522680509 3,24037035 7,1063352
MC4 5,522680509 4,52769257 0,70710678
e Porcentaje de contaminacién
DIA 15
UPSE78 UPSE 19 MICAELA
MCI 0,70710678 0,70710678 0,70710678
MC2 0,70710678 0,70710678 0,70710678
MC3 3,24037035 5,52268051 3,24037035
MC4 7,10633520 5,52268051 0,70710678
e Longitud de brotes
Analisis Varianza dia 5
Variable N R* R*4j cr
Long mm 120 0,67 0,6 8,33
Cuadro de analisis de la varianza
F.V. N& gl M F Phvaores
Modelo 0,07 20 3, 7E-03 9,88 <0,0001
Genotipo 0,02 2 0,01 30,41 <0,0001
Med cultivo 0,01 3 4, 7E-03 12,43 <0,0001
Rep 4, 1E-03 9 4, 5E-04 1,19 0,3081
Gen*M 0,03 6 0,01 14,78 <0,0001
cultuvo
Error 0,04 99 3, 0E-04
Total 0,11 119




Test: Duncan Alfa= 0,05

Factor A
Genotipo Medias n EE.
UPSE 78 0,25 40 3,1E-03 A
UPSE 19 0,24 40 3,1E-03 A
Micaela | 021 40 3, 1E-03 B
Analisis Varianza dia 10
Variable N R* R*4j cv
Long mm 120 0,59 0,39 12,33
Cuadro de analisis de la varianza
F.V. SC gl CM F P/valores
Modelo 0,32 38 0,01 3,02 <0,0001
Rep 0,01 9 1, 6E-03 0,55 0,8324
Genotipo 4, 9E-03 2 2, 4E-03 0,86 0,4259
Med cultivo 0,12 3 0,04 14,76 <0,0001
Rep*Genotipo 0,05 18 2, 9E-03 1,04 0,4227
Genotipo* 0,13 6 0,02 7,48 <0,0001
Med
Error 0,23 81 2,80E-03
Total 0,55 119




Test: Duncan Alfa= 0,05

Factor B dia 5

Med Cultivo Medias n E.E.
4 \ 0,25 30 3,6E-03 A
3 \ 0,24 30 3, 6B-04
2 0,23 30 3, 6E-05 C
1 0,22 30 3, 6E-06 C
Factor B dia 10
Med Cultivo Medias n E.E.
2 \ 0,46 30 0,01 A
3 \ 0,45 30 0,01 A
4 044 30 0,01 A
1 \ 0,38 30 0,01
Factor B dia 15
Med Cultivo Medias n E.E.
2 0,55 30 0,01 A
1 0,52 30 0,01 A
3 048 30 0,01 B
4 048 30 0,01
Tabla de datos
MEDIO DIA 5 DIA 10 DIA 15
DE
CULTIVOS
MCI 0,22 0,38 0,52
MC2 0,23 0,46 0,55
MC3 | 0,24 0,45 0,48
Mc4 | 0,25 0,44 0,48



Analisis Varianza dia 15

Variable N R* R*4j 4
Long mm 120 0.4 0,27 12,52
Cuadro de analisis de la varianza
V. SC gl M F Phvaores
Modelo 0,26 20 0,01 3,24 0,0001
Rep 0,09 9 0,01 2,51 0,0126
Genotipos 4, 6E-03 2 2, 3E-03 0,57 0,5683
Med. Cultivo 0,11 3 0,04 8,74 <0,0001
Gen*M 0,06 6 0,01 2,47 0,0289
cultuvo
Error 0,4 99 4, 0E-04
Total 0,66 119
Test: Duncan Alfa= 0,05
Genotipo Med Media n EE.
Cultivo
UPSE 19 2 0,59 10 0,02 A
UPSE 78 2 0,54 10 0,02 A
MICAELA 1 0,52 10 0,02 B
MICAELA 2 0,52 10 0,02 B
UPSE 78 1 0,52 10 0,02 B
MICAELA 4 0,51 10 0,02 B C
UPSE 19 1 0,51 10 0,02 B C
UPSE 19 3 0,5 10 0,02 B C
MICAELA 3 0,49 10 0,02 B C D
UPSE 78 4 0,48 10 0,02 B C D
UPSE 78 3 0,45 10 0,02 C D
UPSE 19 4 0,44 10 0,02 D




Tabal de datos mm

mm
Rep Genotipos  Med Cultivo long dia 5 long dia 10 long dia 15
1 Upse 78 1 0,23552845  0,43136376  0,50785587
2 Upse 78 1 0,24303805  0,41497335  0,47712125
3 Upse 78 1 0,25527251  0,42324587  0,57403127
4 Upse 78 1 0,25042 0,38738983 0,55145
5 Upse 78 1 0,2278867 0,39269695  0,51851394
6 Upse 78 1 0,25527251  0,40993312  0,47275645
7 Upse 78 1 0,26007139  0,38738983  0,49136169
8 Upse 78 1 0,24551267  0,38916608  0,56820172
9 Upse 78 1 0,25527251  0,44715803  0,49415459
10 Upse 78 1 0,24797327  0,41329976  0,54406804
1 Upse 19 1 0,22271647  0,42651126 0,4578819
2 Upse 19 1 0,23044892  0,38021124  0,43136376
3 Upse 19 1 0,21484385  0,40654018 0,43136376
4 Upse 19 1 0,23044892  0,38916608  0,44715803
5 Upse 19 1 0,22530928  0,38021124 0,462398
6 Upse 19 1 0,20951501  0,43136376  0,54406804
7 Upse 19 1 0,24797327  0,41497335 0,5563025
8 Upse 19 1 0,25767857  0,40483372  0,61278386
9 Upse 19 1 0,2764618 0,40823997 0,55145
10 Upse 19 1 0,26245109 0,4440448 0,57634135
1 micaela 1 0,161368 0,34242268  0,44715803
2 micaela 1 0,161368 0,30103 0,42651126
3 micaela 1 0,15533604  0,39794001  0,69019608
4 micaela 1 0,161368 0,29885308  0,46089784
5 micaela 1 0,17318627  0,26951294  0,47712125
6 micaela 1 0,20411998  0,32221929  0,44715803
7 micaela 1 0,19865709  0,29885308  0,50514998
8 micaela 1 0,1931246 0,2787536 0,58883173
9 micaela 1 0,17609126 0,30103 0,49136169
10 micaela 1 0,1903317 0,27184161  0,68124124
1 Upse 78 2 0,25042 0,49136169  0,42975228
2 Upse 78 2 0,26717173  0,51851394  0,51982799
3 Upse 78 2 0,23044892  0,53147892  0,74036269
4 Upse 78 2 0,24551267  0,47712125  0,44715803
5 Upse 78 2 0,20139712  0,36172784 0,5797836
6 Upse 78 2 0,25527251  0,34242268  0,51851394
7 Upse 78 2 0,23044892  0,36172784  0,41497335
8 Upse 78 2 0,2787536 0,47712125  0,55266822
9 Upse 78 2 0,25285303  0,36172784  0,54406804
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0,24797327
0,25527251
0,24303805
0,23044892
0,23552845
0,25767857
0,24303805
0,25285303
0,25042
0,23299611
0,24797327
0,161368
0,15533604
0,1931246
0,17609126
0,18469143
0,1931246
0,17897695
0,20951501
0,20139712
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0,39794001
0,47712125
0,41497335
0,43136376
0,40823997
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0,62324929
0,54406804
0,65321251
0,62324929
0,44715803
0,50514998
0,462398
0,43136376
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0,59106461
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0,41497335
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0,56820172
0,44715803
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0,5563025
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0,56820172
0,39794001
0,44715803
0,42651126
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0,22530928
0,22271647
0,2121876
0,21748394
0,20139712
0,25042
0,20411998
0,23552845
0,2787536
0,23299611
0,2764618
0,22010809
0,20411998
0,22530928
0,26245109
0,22530928
0,24303805
0,25767857
0,23552845
0,25042
0,23552845
0,21748394
0,24797327
0,23044892
0,26717173
0,21748394
0,26245109
0,26245109
0,24797327
0,25285303
0,27415785
0,2787536
0,25285303
0,27415785
0,25767857
0,29666519
0,24551267

0,51851394
0,47712125
0,5563025
0,47712125
0,47712125
0,42324587
0,4440448
0,39794001
0,462398
0,47712125
0,44715803
0,41497335
0,44715803
0,41497335
0,39794001
0,38021124
0,43136376
0,39794001
0,462398
0,39794001
0,36172784
0,38021124
0,49136169
0,32221929
0,462398
0,39794001
0,47712125
0,54406804
0,44715803
0,44715803
0,47567119
0,47712125
0,54406804
0,47712125
0,50514998
0,53147892
0,44715803

0,47712125
0,47712125
0,5797836
0,47712125
0,53147892
0,53147892
0,5563025
0,462398
0,5797836
0,5563025
0,462398
0,462398
0,4440448
0,44715803
0,39794001
0,462398
0,50514998
0,43136376
0,38021124
0,39794001
0,38916608
0,38916608
0,53147892
0,50514998
0,50514998
0,39794001
0,47712125
0,52374647
0,50514998
0,49136169
0,462398
0,47712125
0,54406804
0,50514998
0,51851394
0,53147892
0,51851394



, G1 (Upse 78) G2 (Upse 19) Micaela
Nuamero de brote
MC1 | 1 1 1
por MC2 1 1 1 explante
MC3 1 1 1
MC4 1 1 1
Promedio de naumero de hojas
G1 (Upse 78) G2 (Upse 19) Micaela
MC1 1,8 1,5 1,2
mc2 1,5 15 15
MC3 1,5 15 15
MCc4 1,5 1,9 2
Presupuesto del proyecto
Concepto Cantidad Costo Costo total
unitario USS$
US3$
MATERIALES
Matraz Erlenmeyer 1000 ml 2 25 50
Matraz Erlenmeyer 500 ml 2 18 36
Matraz Erlenmeyer 250 ml 4 13 52
Vasos de precipitacion de 250 ml 4 10 40
Vasos de precipitacion 100 ml 4 8 32
Vasos de precipitacion 50 ml 4 2 8
Probeta 250 ml 2 18 36
Probeta 50 ml 2 9 18




Frascos de vidrio 250 ml
Espatula mango de madera
Hojas de bisturi #15
Pinza bayoneta de Jansen
Mechero de alcohol

Gasa

Papel filtro pliego

Papel aluminio 150 m
Film plastico rollo

Papel toalla 150 m

Cloro 3700 ml

Alcohol 3700 ml
Mascarillas 50 unidades

Guantes 50 pares

Puntas de pipeta cito test x 500 U

Mango de bisturi #3

Varilla agitadora magnética
Cinta aislante 120 yardas
Cinta Parafilm 4’ x 125 pies
Cinta masking

Cajas Petri

Bacto agar 454 g

Sacarosa I Kg

Sucrosa AR 500 g

Sales M519 50 L

Vitamina Inositol 500 g
Vitamina Tiamina HCI 250 g
Hormona A.N.A. 250 ml
Hormona Kinetina 10 g

Agua destilada galon

100

50

50
50

1

1
100
INSUMOS
1
1

17,68

8,04
2,72
8,93
2,98
5,85

2,5

1,6

36,8
1,5
35

93
1,5
25
28,97
219,9
130
9,8
100
2,5

200
12
250
15

12,5
17,68

8,04
2,72
8,93
2,98
11,7

7.5
10
1,6

36,8
1,5
35

93
1,5
25
28,97
219,9
130
9,8
100
12,5



EQUIPOS

Autoclave 1 9800 9800
Estufa 1 5953 5953
Camara de flujo laminar 1 3300 3300
Camara de crecimiento 1 2500 2500
Balanza analitica 1 350 350
Agitador magnético con 1 400 400
calefaccion

Micropipeta 1000-100 ml y de 100— 2 150 300
10 ml

pH metro digital 1 30 30
TOTAL 24,186,62




