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RESUMEN

El cultivo in vitro en la provincia de Santa Elena es escaso, no existen bases para la
micropropagacion vegetal de hortalizas. Mediante la propagacion in vitro se aplica el
concepto de conservacion de especies y la posibilidad de generar nuevos materiales
genéticos resistentes a plagas y enfermedades. El tomate es considerado una de las
especies con mas produccion a nivel mundial y nacional. Debido a las diferentes
problematicas que presentan los agricultores por no disponer de un material genético que
se adapte a las condiciones agroclimaticas presentes en Santa Elena, se plante6 como
objetivo de investigacion determinar la edad Optima del explante para la propagacion in
vitro de tomate (Lycopersicon esculentum Mill). En el estudio se utilizd un disefio
experimental Completamente Aleatorio con un arreglo factorial 2x4, estableciendo 8
tratamientos conformados por 2 materiales genéticos Variedad Floradade e Hibrido
Micaela y 4 edades fisiologicas (10, 15, 20 y 25 dias), ademas se aplicd analisis
estadisticos mediante la evaluacién de la F calculada. La germinacion en condiciones
controladas ocurrié en menor tiempo al estimado, definiendo el uso del medio (MS)
Murashige y Skoog (1962), como medio de cultivo necesario para una rapida
germinacion. Los resultados de las unidades experimentales que se obtuvo determinaron
las edades fisioldgicas de 15 y 20 dias, consiguiendo desarrollar mejores respuestas
morfoldgicas, con respecto al material genético Hibrido Micaela, el cual alcanz6 una
mejor respuesta en las variables evaluadas, como porcentaje de germinacion, velocidad

de germinacién y respuesta morfoldgica.

Palabras claves: Medio de cultivo, edades fisioldgicas, respuestas morfoldgicas.
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ABSTRACT

In vitro cultivation in Santa Elena province is scarce, there are no bases for vegetable
micropropagation. Through in vitro propagation, the concept of species conservation and
the possibility of generating new genetic materials resistant to pests and diseases are
applied. Tomato is considered one of the most produced species worldwide and
nationally. Due to the different problems presented by farmers because they do not have
a genetic material that adapts to the agroclimatic conditions present in Santa Elena, it was
raised as a research objective to determine the optimal age of the explanter for in vitro
spread of tomato (Lycopersicon esculentum Mill). The study used a completely
randomized experimental design with a 2x4 factorial arrangement, establishing 8
treatments consisting of 2 genetic materials Floradade variety and Micaela Hybrid and 4
physiological ages (10, 15, 20 and 25 days), in addition it is applied statistical analysis
through the evaluation of the calculated F. Germination under controlled conditions
occurred in less time than the estimate, defining the use of the medium (MS) Murashige
and Skoog (1962), as the culture medium necessary for rapid germination. The results of
the experimental units obtained determined the ages of 15 and 20 physiological days,
getting to develop better morphological responses, with respect to the material genetic
Hybrid Micaela, which reached a better response on the evaluated variables, as a

percentage of germination, speed of germination and morphological response

Keywords: Culture medium, physiological ages, morphological responses
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INTRODUCCION

La produccién mundial del cultivo horticola de tomate (Lycopersicon esculentum Mill),
ha alcanzado a nivel mundial un 2.2% del total sembrado emitiendo 211 021 843 millones
de toneladas importadas. El continente asiatico domina la produccion de tomate,
destacando La Republica Popular de China, pais que ocupa los primeros lugares en
importaciones, a diferencia de Jordania, que apenas importa un total de 787 141
toneladas métricas de tomates (FAO, 2019).

El tomate durante los Gltimos afios ha incrementado su produccién anual principalmente
por el aumento en el rendimiento y en menor proporcion por el incremento de la superficie
cultivada. Ademas esta hortaliza tiene cada vez mayor relevancia nutricional por las

diferentes sustancias antioxidantes que el fruto posee (Escobar & Lee, 2009).

En Ecuador la produccion de tomate, domina el cuarto puesto en cuanto a la importancia
de las area sembrada de cultivo de hortalizas, con una superficie de 3 599 hectareas, con
una produccion total de 55 550 toneladas metricas y un total de 54 784 toneladas métricas
de ventas, siendo la region sierra donde existe la mayor produccion (INEC, 2018). En el
afio 2017 Ecuador llego a producir un total de 62 675 toneladas métricas de tomates
frescos (FAO, 2019).

En los ultimos afios en la provincia de Santa Elena se ha incrementado la siembra de
hortalizas, pero existe un uso indiscriminado de semilla importada, ocasionando la
susceptibilidad del cultivo frente a las principales plagas que lo afligen, produciendo
perjuicios a los agricultores por el uso excesivo de varios productos quimicos que

contaminan el ambiente y afectan a la salud de los consumidores (Barzola, 2017).

Los agricultores enfrentan un sin nimero de problemas al momento de establecer
cualquier cultivo como son, altas y bajas temperaturas, sequias relacionada con las
escasas precipitaciones, corrientes de vientos, problemas sanitarios de enfermedades y
plagas, afectando la produccién e imposibilita una produccion agricola sostenible; esta
situacién exige a los agricultores a buscar nuevas alternativas de produccion horticola
(Barzola, 2017).

La micropropagacion es una alternativa en la produccion de plantas, consiste en un

conjunto de métodos y técnicas utilizadas para la multiplicacion asexual masiva de



plantas seleccionadas, con el fin de obtener especies vegetales resistentes, con una
descendencia semejante o idénticas. Actualmente se plantea el uso de plantas propagadas
asexualmente que presenten caracteristicas genéticas deseables resistentes a estreses

bioticos y abioticos.

Por mucho tiempo la peninsula de Santa Elena fue un lugar donde se producia grandes
cantidades de tomate, pero afios mas tarde las producciones comenzaron a disminuir por
diversos factores bidticos y abiéticos como la aparicion de plagas y enfermedades en las
plantas y en el suelo, ademas con la presencia de fendmenos climaticos adversos como
las bajas precipitaciones y las altas radiaciones solares que provocaron salinidad en los
suelos. (Rodriguez, 2015)

En la provincia de Santa Elena existen areas donde se dedican a la siembra de diversas
hortalizas, pero generalmente los agricultores hacen uso de materiales vegetales
importados que son predestinados a otras condiciones ambientes diferentes a las
existentes en la provincia, por lo que se vuelven monocultivos y susceptibles a

enfermedades y plagas.

Considerando los diversos problemas antes mencionados y que la produccién de tomate
ha disminuido ultimamente, se plantea en la presente investigacion desarrollar protocolos
in vitro de Lycopersicon esculentum Mill, de esta manera se pretende probar 2 genotipos
de tomate mas usados, se adapten a las condiciones controladas in vitro, ademas de
aportar con los resultados al proyecto de investigacion “ESTUDIO Y SELECCION DE
HIBRIDOS Y VARIEDADES DE TOMATE (Lycopersicon esculentum Mill.),
TOLERANTES AL ESTRES HIDRICO A PARTIR DE CULTIVARES
INTRODUCIDOS EN LA PENINSULA DE SANTA ELENA”

PROBLEMA CIENTIFICO

¢ Cuél sera el comportamiento fisioldgico del cultivo in vitro de Lycopersicon esculentum

Mill, a diferentes edades fisioldgicas?



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

» Determinar la edad optima del explante para la micropropagacion in vitro de tomate

Lycopersicon esculentum Mill.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Definir protocolos de propagacion in vitro de Lycopersicon esculentum Mill.

2. Determinar la germinacion en condiciones controladas de dos genotipos de
Lycopersicon esculentum Mill.

3. Identificar las edades del explante apical que mejor comportamiento presente en el
cultivo in vitro.

4. Evaluar las respuestas morfoldgicas en explantes de diferentes edades de siembra

de tomate in vitro.

HIPOTESIS

Las 4 edades de siembra inducen a cambios morfoldgicos, en las dos materiales genéticos

de tomate Lycopersicon esculentum Mill cultivado in vitro.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Importancia del cultivo de tomate

Segun Srinivasan (2010), el tomate es una especie originaria de América, al parecer de
las regiones montafiosas de Peru, Ecuador y Chile, adaptado a climas tropicales de alta
humedad. Su fruto es muy apetecible por lo que contiene antioxidantes, vitaminas,

licopeno, fdsforo, calcio y potasio, importantes en la dieta del ser humano.

Segun la clasificacion taxondmica del tomate (Lycopersicon esculentum Mill), pertenece
a la familia Solanaceas, en la actualidad es un cultivo de gran importancia econdémica
para la investigacion por la fisiologia, bioquimica y genética molecular (Kinet et al,
2009).

Es una planta herbacea, de tallo semilefioso, cuyo sistema radicular esta compuesto por
una raiz principal ramificada con numerosas raices secundarias; la raiz estd compuesta
por una epidermis en donde se encuentran los pelos absorbentes especializados en
absorber agua y nutrientes; las hojas son imparipinadas, compuestas por foliolos
alternos e impares que terminan en un foliolo individual en su parte apical; el fruto
estd constituido por 94-95% de agua y el restante 5-6% es una mezcla
compleja de constituyentes orgénicos, los cuales dan al fruto su sabor caracteristico

y su textura (Rodriguez, 2013).

Fernqvist (2014), manifiesta que el tomate es la hortaliza de mayor comercializacién a
nivel mundial. Se siembran en diferentes formas, en invernaderos, tineles de plasticos o
directamente al campo. El consumo del fruto se lo realiza en estado fresco o en productos

procesados.

De acuerdo con Lépez (2016), el tomate es una planta dicotiledonea, se desarrolla a
temperaturas de 18 y 30 °C vy es insensible al fotoperiodo; la humedad relativa ideal esta
entre 70 al 80 % vy la polinizacion es autdgamas. Se adapta bien a climas templados,
preferibles aquellos lugares ubicados en alturas 100 y 1 500 msnm, se siembra todo el

afio y presenta problemas cuando cambia el clima segun la época.



El tomate otorga multiples beneficios a la salud de las personas, se ha convertido en uno
de los cultivos estudiados por la biotecnologia y la ingenieria genética. A nivel mundial
existen aproximadamente 10000 variedades de tomate, siendo algunas variedades
propagadas via laboratorio (in vitro) y siendo seleccionadas comercialmente por su
calidad y por las cualidades morfolégicas Unicas que presentan, informé (Gerszberg et
al, 2015).

1.2. La biotecnologia y su desarrollo en cultivos in vitros

Las ciencias biotecnolégicas han alcanzado avances importantes en los Gltimos afios,
realizando estudios sobre el desarrollo de las plantas desde el nivel celular como
molecular, las condiciones de laboratorio a producir y todos los factores que puedan

afectar en el desarrollo y crecimiento de las plantas in vitro (Sharry et al, 2015).

Segun Sharry et al. (2015), indican que la expresion cultivo in vitro de plantas, representa
realizar un cultivo de plantas dentro de tubos o frasco de vidrio en condiciones
artificiales. Esta forma de propagacion presenta dos caracteristicas principales la primera
es la asepsia, que se refiere a la ausencia de agentes contaminantes, y segundo el control

de los elementos que afectan el desarrollo de la planta.

1.3. Micropropagacion o cultivo in vitro

Se identifica como cultivo in vitro a los diversos procesos y técnicas que se emplean
como herramientas eficaces durante la multiplicacion asexual de especies vegetales, por
lo general se relaciona al cultivo in vitro con trabajos de laboratorio, con procedimientos

asépticos de aislamiento (lzquierdo, 2009).

Segun lzquierdo (2009), el desarrollo de la industria de la micropropagacién empezd en
diferentes paises de Europa y en Estados Unidos, logrando extenderse a paises de
Latinoamérica, Africay Asia, en la actualidad la micropropagacion es un método exitoso
en especies ornamentales, forestales y horticolas, mostrando una amplia ventaja a

diferencia de los métodos de propagacién tradicionales.

La micropropagacion consiste en la utilizacion de células o tejidos, partes de la planta
denominadas explantes, que en condiciones asépticas y controlas de laboratorio, daran
paso a la obtencion de nuevas plantas. Las células vegetales poseen la capacidad de dar



origen a un organismo o nueva planta, conocido por la totipotencialidad que estas

presentan (Gonzalez, 2016).

Gonzalez (2016), expone que las células que son méas Optimas y conservan dicha
capacidad son aquellas que no estan diferenciadas para el desarrollo de una funcién
especifica, pudiendo ser células meristematicas o también células adultas que mantienen

el ndcleo.

Para la obtencién de nuevas plantas se inicia con un cultivo de meristemas, usando
tejidos vivos, que daran origen a una nueva planta que conserve las caracteristicas

genotipicas de la planta madre de interés agroproductivo o agroindustrial.

Criollo, et al. (2016), indica que una de las herramientas mas utilizadas en el desarrollo
biotecnoldgico es el cultivo in vitro, utilizando la totipotencia celular para la obtencion
de nuevos clones idénticos al material genéetico vegetal del cual fueron extraidos sea
independientemente de la posicion o funcidn, las respuestas de totipotencia celular
ocurren cuando existen los niveles apropiados de auxinas y citoquininas gran parte es la

morfogénesis in vitro y de la regeneracion de plantas.

Dentro de las técnicas de micropropagacion existen elementos necesarios para realizar un
establecimiento de cultivos como la propagacion, enraizamiento y adaptacion de la planta
in vitro (Varela, 2018).

1.4. Fases de la micropropagacion

Para realizar el cultivo in vitro se debe realizar la seleccidn y preparacion del material
vegetativo, tomando en cuenta elementos determinantes como la edad fisiologica del
material y edad previa a la floracion, tamafio del explante, las condiciones esterilizadas

en la que se encuentra la planta madre (Varela, 2018).

Varela (2018), manifiesta que en la micropropagacion de materiales vegetales se

desarrollan 4 fases:



1.4.1. Fase 1.- Seleccion del material vegetal a propagar

Para proceder a propagar es necesario que las plantas madres seleccionadas presenten
caracteristicas como: libres de estrés (no presentes problemas externos probacados por

hongos o virulencias), vigorosas y sanas.

Esta etapa es esencial para ejecutar la micropropagacion de donde se obtendran explantes

libres de contaminacion.

1.4.2. Fase 2.- Establecimiento del cultivo asépticos.

En los explantes a manipular la desinfeccion es inevitable, se la realiza con soluciones de
cloro durante un tiempo establecido, seguido de enjuagues con agua destilada estéril.
Comenzar cuando el explante es hipocotilo, es necesario que las semillas se hayan

esterilizado antes de su germinacion anulando las posibles contaminaciones microbianas.

En la esterilizacion de medio de cultivo y de instrumental necesarios para propagar
explantes de tomate, se utiliza autoclave (esterilizacion con vapor) y estufa (esterilizacién
con aire caliente), eliminando asi cualquier tipo de patdgeno que afecte la

micropropagacion.

Los explantes idoneos a utilizar son las yemas apicales y axilares, teniendo en cuenta que
los tejidos jovenes son considerados los mejores por tener una capacidad regenerativa

alta.

1.4.3. Fase 3.- Multiplicacion de brotes.

El objetivo principal de la fase es obtener y mantener el nimero de brotes deseado de
plantas, con aplicaciones de dosis hormonales balanceadas en el medio de cultivo. El
desarrollo de la fase se puede dar por dos formas de regeneraciéon, la embriogénesis y la
organogenesis, siendo esta la mas frecuente en la industria de la micropropagacién de

cultivos.



1.4.4. Fase 4.- Enraizamiento y adaptacion.

a)  Enraizamiento.- Durante la etapa se obtiene crecimiento de raices adventicias,
inducidas por los diversos reguladores de crecimiento, en modo in vitro. Para el
desarrollo adecuado de los explantes se los ubica en medios de cultivos dependiendo de

las necesidades y del tipo de explante.

b)  Aclimatacion.- Proceso mediante el cual se transfiere los explantes al ambiente ex
vitro. El enraizamiento ex vitro permite que la planta desarrolle su sistema radicular y se
adapte a las nuevas condiciones. Las plantulas se ubicaran en viveros o invernaderos que

presten las condiciones 6ptimas para el desarrollo de la nueva planta de forma paulatina.

1.5. Estrategias para la Micropropagacion.

Para la realizacion de propagacién de cultivos in vitro existen diversas formas, entre

ellas existen:
1.5.1. Propagacion de brotes a partir de yemas apicales, laterales o axilares

Las células meristematicas son el inicio de todo proceso de propagacion ya que estas
poseen la capacidad de totipotencialidad, las cuales las encontramos en yemas y brotes
de las plantas.

1.5.2. Organogeénesis directa

Da inicio a la formacion de brotes adventicios o de la raiz, a partir de explantes de un

6rgano o en alguna parte de la planta.

1.5.3. Organogénesis indirecta

Empieza con la formacion de brotes adventicios que se desarrollan en el callo. El
desarrollo del callo inicia a partir de explantes de un tejido drgano o alguna parte

seccionada de la planta.



1.5.4. Microinjerto

Es una técnica de propagacion de apices de retofios que por lo general se los realiza en
especies frutales como citricos, especialmente para la revigorizacion orientado a la
clonacion de materiales adultos de buena produccion. La propagacion del material vegetal
adulto es in vitro, cultivado en medio MS y con presencia de reguladores de crecimiento

para facilitar su desarrollo (Navarro & Juarez, 2005)
1.5.5. Embriogénesis Somatica de Células

Del explante primario se pueden desarrollar directamente los embriones o indirectamente

de las células que fueron cultivadas en medio semisolido o en suspension.

Una de las técnicas in vitro para la regeneracion y propagacion de nuevas plantas es a
través de la embriogénesis somatica, siendo la técnica mas utilizada dentro de la industria

de la micropropagacion (Gallego, 2013).
1.5.6. Fases de la embriogénesis somatica.

De acuerdo con lo mencionado por Chitra & Narmathabai (2011), se pueden distinguir 4
fases dentro de la embriogénesis las cuales son: induccion, multiplicacion, maduracion y

regeneracion.

En la fase de la induccion, las células somaticas especificas del explantes codifican un
nuevo programa de genes de la embriogénesis para dar lugar a aquellas células del

explante que puedan generar embriones somaticos (Freire, 2003).

Las tres ultimas fases de multiplicacion, maduracion y regeneracion las células
embriogénicas ingresan en una competencia embriogénica y se distinguen para

desarrollar embriones somaticos (Gallego, 2013).

En el proceso de proliferacion de plantas in vitro es necesario considerar y conocer los
conceptos sobre las fases de la embriogénesis, a partir de la utilizacion de células

somaticas

Los cambios morfoldgicos que se desarrollan en las plantas se denominan morfogénesis,
que son el resultado de cambios estructurales y de organizacion celular durante el

crecimiento y desarrollo de un organismo. La totipotencia de las células vegetales permite
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iniciar la formacion de tejidos y érganos de la nueva planta. Por lo que la morfogénesis
in vitro radica en la obtencion de embriones o drganos a partir de un explante (Sharry et
al., 2015).

Segun Freire (2003), la induccién de la embriogénesis somatica no es mas que la
terminacion del patrdon que se encuentran dentro de las caracteristicas de los genes del
explante, estando reemplazado con un sistema de expresion de genes o gen de la
embriogénesis, donde ciertas células especializadas del tejido del explante lograran dar

lugar a nuevos embriones somaticos

1.6. Compuestos quimicos que influyen en la morfogénesis in vitro.

Dentro de las condiciones para la obtencion y desarrollo de plantas in vitro tenemos:

1.6.1. Composicion salina del medio de cultivo

Existen varios medios de cultivos empleados en muchas investigaciones, donde la méas
utilizada en la multiplicacion de explantes, células, érganos y formacion de callos
vegetales tenemos la (Murashige & Skoog, 1962)(MS).

1.6.2. Reguladores de crecimiento.

Los reguladores de crecimientos son sustancias que funcionan sobre los tejidos vegetales
que por lo general el uso de las mismas se las realiza en concentraciones muy bajas.
Dentro de las moléculas reguladoras encontramos de origen sintético y otras aquellas
que se la produce la planta de forma natural, a esta se las conocen como fitohormonas u

hormonas vegetales.

Gallego (2013), indica que los reculadores de crecimiento vegetal son los factores mas
importantes dentro del desarrollo de la embriogénesis en la produccion de plantulas in
vitro, ademas menciona que el uso correcto y equilibrado de las fitohormonas mejora 'y

fortalece el desarrollo del cultivo vegetal in vitro.

16.2.1. Auxinas

Segun lo que indican Garay, et al. (2014), las auxinas tienen la capacidad de participar

en todos los procesos de desarrollo de la planta e intervenir a nivel celular en los procesos
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de segmentacion, elongacion y diferenciacion celular, las fitohormonas se localizan
diferencialmente entre células y tejidos en algunos casos se encuentra distribuida en

células especificas o grupos de ellas.

Existen auxinas enddgenas en todos los materiales vegetales, presentandose en mayor
cantidad en los tejidos que se encuentran en crecimiento como los meristemas apicales,
hojas jovenes y frutos. Ademas, las auxinas juegan un papel fundamental en el desarrollo
y crecimiento de las raices. En cuanto al crecimiento, las auxinas ayudan con la
elongacion, regulacion de la direccion del tallo por el efecto tropismo en la raices e inhibe
el desarrollo de la raiz principal y facilita del desarrollo de nuevas raices secundarias
(Jiménez, 2015).

1.6.2.2. Citocininas

Dentro de la citocininas existen dos tipos, las de origen natural y las procedentes de
compuestos quimicos sintéticos. Las citocininas de origen de natural son derivadas de
compuestos nitrogenados entre ellas estan Zeatina, n-bencil adenina y Kinetina; mientras
que las de origen sintético son derivadas de la difenilurea, como CPPU Yy tidiazuron, que
acttan como analogos estructurales de la molécula natural y presentan una actividad muy
potente (Villatoro, 2014).

Villatoro (2014), indica que al aplicar citocininas en forma exdgena en las plantas,
estimulan en los procesos metabolicos, fisiologicos y bioquimicos que se desarrollan en
la planta. Como principal respuesta a esta fitohormona es al desarrollo y division celular
através de la plasticidad de las paredes celulares.

1.7. Estreses bidticos y abidticos

El estrés (bidtico o abidtico) es responsable de pérdidas que oscilan de 10 a 90% en la
produccion de los cultivos de mayor importancia econdémica. La tolerancia al estrés es
uno de los principales objetivos en los planes de mejora genética. Sin embargo, uno de
los mayores inconvenientes encontrados, tanto en la seleccién de materiales, como en el
manejo de factores de produccién que amenoran el efecto del estrés, es determinar cuales
son los parametros mas confiables o aquellos mas afectados por los diferentes tipos de
estrés. El segundo problema que se enfrenta es dilucidar cual es el método mas apropiado

para evaluar la tolerancia o la falta de tolerancia (Castro & Garcia, 2012).
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Las plantas han desarrollado mecanismos de defensas y se adaptan a diferentes tipos de
estrés abiotico (sequia, salinidad, frio y calor) y bidtico impuesta por el medio ambiente,
manifestandose por vias de sefializacion que regulan respuestas en los vegetales a estas

condiciones adversas (Moreno, 2009).

1.8. Contaminacién Microbiana en cultivo In vitro

La contaminacion microbiana es uno de los principales problemas mas dificiles de
afrontar durante la micropropagacion in vitro de materiales vegetales, produce grandes

pérdidas de material ya sea de trabajos netamente comercial o trabajos investigativos.

Los agentes contaminantes mas habituales en condiciones asépticas son los
vitropatdgeno, los cuales tenemos los hongos, bacterias y levaduras, también existen otros

agentes menos frecuentes como lo son los virus y viroides (Alvarado, 2003).

Segln Alvarado (2003), los hongos son los principales contaminantes presentes en el
cultivo in vitro, se desarrollan muchas veces en el explante pudiendo ser estos,
Aspergillus, Fusarium, Penicillium, que se pueden desarrollar durante el establecimiento

del cultivo, y en ocasiones también se pueden presentan en el medio de cultivo.

Pérez Alvarez et al. (2016), manifiesta que entre las estrategias para controlar la
contaminacion microbiana se conoce que los microorganismos epifitos o enddfitos
responsables de la contaminacidn de las plantas pueden ingresar al cultivo in vitro por
medio de la siembra del primer explante que sufrié algin contacto extra, antes de ser

introducido al medio.

Comunmente es complejo tratar de identificar el origen de la contaminacion y de los
cuales se han desarrollado protocolos para tratar de reducir estos microorganismos
patdgenos, que pueden encontrarse en el medio de cultivo o en el interior del explante o

en ciertos casos en ambos (Hernandez & Gonzalez, 2010).

1.9. Antecedentes del cultivo in vitro de Tomate

En las investigaciones realizadas se ha usado medio MS para el cultivo de tejidos. Para la
formacién de callos se aplica también reguladores de crecimiento, con el fin de desarrollar
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el explante. La relacion citocinina : auxina parece ser mas importante para el control
de la formacion del brote de tomate que de la hormona especifica utilizada. Dentro
de las trabajos cientificos y biotecnoldgicos, desarrollaron un procedimiento para
regenerar plantas a partir de meristemos de tomate (Lvcopersicon sculentum Mill. cv.
Starfire), A partir de plantulas de siete dias de edad; aislaron los meristemos del brote
apical y fueron cultivados asépticamente sobre el medio de Murashige y Skoog (MS)
adicionado con varias concentraciones de citocininas y auxinas bajo condiciones
ambientales definidas (Ambriz, 1995).

En la micropropagacion de tomate se requiere utilizar metodologias que faciliten
aumentar la produccién de brotes procedentes de yemas axilares y adventicias en poco
tiempo. Ademéas se necesita tener materiales vegetales idoneos para realizar la
propagacion in vitro. Asi se podra aprovechar la variabilidad genotipica de los materiales
bioldgicos para iniciar la induccion de organogénesis in vitro, ya que cada genotipo
presenta caracteristicas morfologicas, nutricionales y organogénicas diferentes de cada

especie (Iracheta et al., 2006).

Se trata de inducir tolerancia o resistencia a plantas de tomate a través de métodos in
vitro en las variedades comerciales, es una alternativa promisoria, debido a las
dificultades para transferir caracteres de otras variedades, por los métodos convencionales

de mejoramiento genético (Capote et al., 2009).

1.10. Protocolos de micropropagacion vegetal en tomate

Altarés (2015), planteo el siguiente protocolo de mircropropagacion:

» Obtencion de semilla.

Se obtendran semillas para realizar la propagacion el laboratorio, de la siguiente manera:

El fruto de las plantas de interés debe estar limpio y muy bien identificado, sera cortado
en dos mitades y colocada su pulpa en un recipiente donde se coloca &cido clorhidrico

comercial (37%) mas agua y se deja reposar por un dia.

A las 24 horas posteriores se saca la semilla y se coloca sobre una capa de gasa colocando
50 semillas en cada bolsa, posteriormente se etiqueta y se cierra valiéndose de un alambre

fino y se almacena en un lugar donde permita la evaporacién del exceso de agua de forma
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Con la finalidad de tener material inicial para la propagacion masiva de tomate, se

utilizaran cotiledones para su regeneracion y posterior clonacion natural.

También se puede utilizar material de invernadero o de campo, para esto se obtienen
meristemas apicales o axilares, los cuales deben ser desinfectados igual que en el caso de

las semillas.
» Germinacion

La germinacion de las semillas de tomate se las realiza en envases de vidrio con medio o

se realiza una pregerminacion en cajas Petri con papel filtro.

Se puede preparar medios basicos para germinar donde se utiliza sales MS, Sacarosa y

Agar regulando la solucién a un pH 5.7.
» Regeneracion

Con la finalidad de tener material inicial para la propagacion masiva de tomate, se
utilizaran cotiledones de plantulas germinadas de 7 dias, para su regeneracion y posterior
clonacion. Para esto se prepara un medio con las siguientes soluciones: con sales de MS
(4,3 gr/l), Sacarosa (30 gr/l), Inositol (100 mg/l), T-HCI (1 mg/l), AlA (4 mg/l), kinetina
(4 mgl/l), en 500 ml de agua destilada ajustando el pH a 5.72. Ademas se puede agregar
la zeatina (1 mg/l), y antibidtico antes de servir.

» Clonacion

Para realizar una propagacion masiva de tomate, se utilizan plantulas de tomate de 1 a
maximo 4 meses, de los cuales se obtiene explantes de 2 a 3 cm aproximadamente, el
numero de explantes va a depender del tamafio de la planta, se puede obtener explantes
de meristemo apical o axilar, se debe evitar meristemos que estén en la parte mas vieja

de la plantula.

» Subcultivos de callos
Se realizan subcultivo a partir de callos de explantes de cotiledones, con la finalidad de
obtener un nimero mayor de plantulas por tejido. Cabe recordar que este tipo de

propagacion va a generar 50% de diploidia y 50% de tetraploidia en la mayoria de los
casos.
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» Solucién de reguladores de crecimiento.
El stock de reguladores de crecimiento se puede hacer a una concentracién de 1mg/ml.

e Soluciones de IAA de 1mg/ml

e Solucion de Kn de 1 mg/mi

e Solucion de GAz de 1 mg/l

e Solucion de BAP de 1mg/i
Las auxinas se pueden disolver primeramente en una pequefia cantidad de etanol al 95%,
KOH o NaOH 1M. Una vez disueltas, se afiade agua destilada suavemente, procurando
que las auxinas no precipiten, hasta alcanzar el volumen deseado.
De la misma forma, el &cido abscisico se puede disolver previamente en NaOH 1N y las
giberelinas en el etanol al 95%.
Las citoquininas se disuelven previamente en una pequefia cantidad de HCI 0,5 N. Se
puede calentar suavemente para favorecer la disolucion y posteriormente se enrasa al
volumen deseado. Se prepararan 10 ml de cada una de las disoluciones.
Para cada una de ellas se procedera del siguiente modo: Se pesara la hormona en un tubo
aforado. Se le afiaden unas gotas de solucion correspondiente y se disuelve. A
continuacion se va afiadiendo poco a poco y agitando, agua destilada hasta enrasar los 10
ml. Se agita bien y se reparte en 10 eppendorf. Se rotulan cada uno de ellos y se guardan

en el congelador

1.11. Materiales genéticos
Variedad Floradade

Benavides (2015), manifiesta que la variedad de tomate Floradade, presenta las siguientes
caracteristicas: frutos de buen tamafio y redondos de peso promedio de 260 - 300 gr.
Siembra en semillero y trasplante con 5 - 6 hojas y 15 cm de altura. Para su densidad de
siembra, se requiere de 150 a 200 gr/ha. para trasplantar y 1 a 1,5 kg de semilla /ha. para
siembra directa. Es una variedad muy apreciada para su buena adaptacion a los diferentes
tipos de climas. Se cosecha a partir de los 75 dias después de la siembra. . Es resistente a

enfermedades como: Verticillium, Fusarium 0-1, Stemphylium.
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Hibrido Micaela HA 1903

Rodriguez (2015), menciona que el genotipo de tomate Micaela HA 1903 tiene
crecimiento indeterminado, es una planta muy productiva, vigorosa, follaje con buena
abertura. Ademas presenta una fruta de mayor tamafio con duracion muy prolongada y
racimo uniforme, el fruto tienen un peso que fluctia entre 190 a 250 gramos, forma
redondeada profunda. Es resistente a Fusarium razas 1 y 2, Nematodos y Virus del

Mosaico del Tabaco.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Ubicacion y descripcion del lugar del experimento

El proyecto de investigacion se efectud en las instalaciones del Laboratorio de Proteccion

Vegetal del Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas (CIB) perteneciente a la

Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena (UPSE) del cantdn La Libertad, provincia

de Santa Elena. Ubicacion geografica 2°13°55,83”

longitud oeste.

latitud sur y 80°52°33.30” de

El mismo se encuentra a 10 msnm; clima célido seco. Temperatura promedio 24°C,

temperatura maxima 39,5° en

verano y temperatura minima 15,6°C en lluvioso;

precipitacion anual 200 milimetros, concentrandose las lluvias en los meses de enero a

abril mientras que el resto del afio es seco, humedad relativa 81,6%.

2.2. MATERIALES Y EQUIPOS

2.2.1. Material genético

Semillas certificadas de variedad Floradade e Hibrido Micaela HA 1903.

2.2.2. Insumos

e Sales de Macro y Micronutrientes de SIGMA M5524

e Bacto agar

e Sacarosa

e Vitamina Inositol

e Vitamina T-HCI

e Hormona Citocinina bencilaminopurina (BAP)

2.2.3. Material de laboratorio

Equipos

Balanza analitica
Autoclave

Estufa

Camara de flujo laminar

Camara de crecimiento artesanal
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e Micropipetas 1000-100ul, 100 - 10ul
e Termo — agitador
e Refrigerador

e Peachimetro digital

Materiales

e Vasos de precipitacién 50 ml, 200 ml'y 500 ml
e Matraz Erlenmeyer 250 ml, 500 ml y 1000 ml
e Cajas petri esterilizadas

e Probeta de 50 mly 250 ml

e Tubos de ensayo de vidrio con tapas roscas
e Tubos falcon 15 ml

e Frascos de vidrio esterilizados 250 ml

e Puntas de pipeta 100 - 10ul, 1000-100ul

e Espatula de acero

e Pinzas bayoneta de Jansen

e Bisturis #15, #22

e Mango de bisturi #4, #3

e Varilla agitadora magnética

e Gasa

e Papel toalla

e Papel filtro

e Algodon

e Papel adhesivo transparente

e Papel aluminio

e Agua destilada

e Alcohol industrial

e Cloro comercial

e Jabon liquido

e Mechero de alcohol

e Cinta adhesiva blanca

e Cinta Parafilm



2.3. DISENO EXPERIMENTAL Y TRATAMIENTOS

2.3.1. Disefo experimental.

Los datos fueron analizados mediante Disefio Completamente Aleatorio (DCA) con un
arreglo factorial 2 x 4, donde el primer factor corresponde a 2 materiales genéticos y el
otro factor corresponde a las 4 edades fisioldgicas de los explantes, dando un total de 8
tratamientos con 5 repeticiones (Tabla 1).

Tabla 1. Factores en estudio

MATERIAL GENETICO EDAD DE EXPLANTES
V. FLORADADE: MG1 Edad 1: 10 dias ds: E1
H. MICAELA: MG2 Edad 2: 15 dias ds: E2
Edad 3: 20 dias ds: E3
Edad 4: 25 dias ds: E4

ds/ Después de la siembra

2.3.2. Tratamientos

En total 8 tratamientos, cada tratamiento fue conformado por 5 repeticiones. Lo que
indicd que los tratamientos constan de 5 explantes. Se considero pérdida de muestras en

el camino por lo que se adiciond un explante mas (Tabla 2).

Tabla 2. Tratamientos de la investigacion

Tratamientos Nomenclatura Descripcion
T1 MG1E1l V. Floradade x Edad 1
T2 MG1E2 V. Floradade x Edad 2
T3 MG1E3 V. Floradade x Edad 3
T4 MG1E4 V. Floradade x Edad 4
T5 MG2E1 H. Micaela x Edad 1
T6 MG2E2 H. Micaela x Edad 2
T7 MG2E3 H. Micaela x Edad 3
T8 MG2E4 H. Micaela x Edad 4

La respuesta de los tratamientos fue proporcionada por la edad de los explantes. En total
se necesitd 2 frascos por tratamiento, es decir un total de 16 frascos en los 8 tratamientos.

En el desarrollo del ensayo no se utilizaron tratamientos testigos.
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2.3.3. Analisis de la varianza

Esquema del anélisis de la varianza y la disposicion de los tratamientos se detallan en el
ANDEVA-DCA (Tabla 3).

Tabla 3. Grados de libertad del experimento

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamientos (t-1) (8-1) 7
Repeticiones (r-1) (5-1) 4
Error Experimental (t-1) (r-1) (8-1) (5-1) 28
Total (txr) -1 (8x5)-1 39

Los datos fueron sometidos a analisis de varianza y posteriormente las medias se
compararon utilizando la prueba de Duncan para determinar las significancias a un nivel

de P<0.05. Para el desarrollo del analisis estadistico se utilizd el software “InfoStat”.

2.3.4. Delineamiento experimental

a. Disefio experimental DCA con arreglo factorial 2 x 4
b. Tratamientos 8

c. Repeticiones 5

d. Total de unidades experimentales 40

e. Nimero de semillas por unidad experimental 1

f. NUmero de frascos por tratamiento 2

g. Total de semillas por tratamiento 5

h. Total de semillas del ensayo 40

2.3.5. Conversion logaritmica.
La informacion de los datos obtenidos en las evaluaciones fueron trasformados a
logaritmo utilizando la siguiente férmula log (x+1), por presentar variacion que

ocasionaba el aumento del coeficiente de variacion.
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2.4. MANEJO DEL EXPERIMENTO

2.4.1. Limpieza de equipos

Para evitar cualquier alteracion en los procesos de micropropagacion se utilizé equipos

de laboratorio totalmente limpios y en buen estado.

La limpieza de la camara de flujo laminar se realizd a los 10 o 15 minutos antes de
efectuar el manejo del material vegetal seleccionado o durante la realizacion de cualquier
actividad que necesite el uso del equipo. Se recomienda limpiar la cAmara antes y después
de haber sido utilizada, ademas en el manejo del equipo se debid utilizar implementos

personales de aseo para mantener especia dentro de la zona de trabajo.

Se realizd la desinfeccion de toda la camara de crecimiento, debido a que es el lugar donde

se manipularon los explantes para su desarrollo.

2.4.2. Lavadoy esterilizacion de los materiales de laboratorio

La esterilizacion de los materiales del laboratorio es una de los factores que influye
discretamente en la propagacion del material vegetativo. El lavado se lo realizd con
soluciones de cloro y agua, donde estuvieron sumergidas por 30 minutos y luego

enjuagadas, ademas se elimino el exceso de agua presente en los materiales.

Posteriormente se llevo a la estufa los materiales limpios para realizar la debida
esterilizacion tanto de materiales de vidrio como los materiales quirargicos. A los
materiales de vidrio se colocé algodén y papel aluminio sobre la superficie, donde las
altas temperaturas de la autoclave o de la estufa, lograron con la eliminacion de

microorganismos que aln se encontraban presentes en los materiales.

2.4.3. Esterilizacién de las semillas

Se realiz6 un prelavado de semillas con jabén liquido agitando para eliminar presencia
de fungicidas o restos de fruto, luego en una solucion con agua destilada estéril al 5% de
cloro, dejar por 20 minutos luego del tiempo transcurrido con la solucion se debe realizar

4 enjuagues con agua destilada estéril. Se utilizé6 metodologia por (Rodriguez et al.,2005)
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2.4.4. Preparacién de medio para germinacion (M1)

Para la preparacion de 1 Litro medio de cultivo para germinacion de semillas se

necesitaron los siguientes componentes (Tabla 4)

Tabla 4. Componentes del M1

Agar 79/l
Sales MS 5¢g/L
Sacarosa 30 g/L

Vitaminas B5 * (20ml)

Inositol (100 mg/L)
TH-CI (1 mg/L)

*Solucién madre

Se colocd en un matraz 500 ml de agua destilada estéril, se afiadird sales, sacarosa y
vitaminas (preparando previamente una solucion madre) componentes pesados
anteriormente y disolver. Se debié medir el regular el pH de la solucion preparada entre
5,6 a 5,8. Se ubicd la solucion preparada anteriormente en un matraz, agregar el agar y
afiadir los 500 ml de agua destilada restante.

La solucion obtenida se llevé al termo agitador para mezclar y para disolver las particulas

restantes, durante un periodo de 15 minutos.

Posteriormente se llevo el medio de cultivo preparado al autoclave, la temperatura alcanzé
121 °C y 15 psi durante la esterilizacion. Antes de servir, se puede agregar antibioticos

si fuese necesario luego se sirvié en tubos de ensayo y se dejé enfriar para que solidifique.

2.4.5. Siembra de semillas.

Para la siembra se debi6 tener la camara de flujo laminar limpia y con los implementos
como pinzas, papel filtro esterilizado, mechero de alcohol, recipiente con alcohol, plastico

transparente, rotulador y tubos con medio solidificado.

Se coloco las semillas previamente esterilizadas en el papel filtro para quitar el exceso de
humedad, con las pinzas se colocé las semillas en los tubos con medio, tapar y se sello

con pléastico adherente para evitar la contaminacion.
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La germinacion se la realizé en la cAmara de crecimiento artesanal con temperaturas de
28 + 1°C, con fotoperiodos de 8 horas de oscuridad y 16 horas de luz proporcionada por
lamparas fluorescentes “luz de dia”, de 60 W.

2.4.6. Preparacion de medio para siembra de explantes (M2)
En la preparacion 1 Litro del medio cultivo para la siembra de explantes se consideraron

los siguientes componentes en la (tabla 5).

Tabla 5. Componentes del M2

Agar 7 g/L
Sales MS 59/L
Sacarosa 30 g/L

Vitaminas B5 * (20ml)

Inositol (100 mg/L)
TH-CI (1 mg/L)

Fitohormona

Bencilaminopurina 1,5 mg/L

*Solucion madre

Se colocd en un matraz 500 ml de agua destilada estéril, donde se afiadi6 sales, sacarosa,
vitaminas y las fitohormonas (preparando previamente una solucion madre para vitaminas
y las citocininas), componentes que fueron pesados anteriormente y luego se disolvio. Se
debid regular el pH de la solucion preparada entre 5,6 a 5,8. Se ubico la solucién
preparada anteriormente en un matraz, donde se afiadio el agar y se agreg6 los 500 ml de
agua destilada restante. La solucion obtenida se la ubicé en el termo agitador para que se

mezclé y se disuelva las particulas restantes, durante un periodo de 15 minutos.

Posteriormente se llevo el medio de cultivo preparado al autoclave, la temperatura debe
alcanzar 121 °Cy 15 psi para su esterilizacion. Antes de servir, se afiadié antibioticos si

fuese necesario luego se sirvié en frascos de vidrio y se dejo enfriar para que solidifique.

2.4.7. Siembra de Meristemas apicales.

Se ubico los materiales como pinzas, papel filtro esterilizado, mechero de alcohol,
recipiente con alcohol, plastico transparente, rotulador, frascos de vidrio con medio de

cultivo solidificado y las plantulas a utilizar en la camara de flujo laminar.
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Las plantulas se cortaron con bisturi desde donde comienza el hipocotilo, obteniendo
meristemas apicales de 1 a 1,5 cm, ademas se debid seccionar por la mitad los
cotiledones, posteriormente se sembro6 2 a 3 meristemas por frascos con medio de cultivo

(M2), sellando con pléastico adherente y etiquetando respectivamente.

2.5. VARIABLES EXPERIMENTALES

2.5.1. Evaluacion de Germinacion

Las semillas de los materiales vegetales seleccionados estuvieron evaluadas por dias,
desde la siembra en el medio M1 (Murashige y Skoog, 1962) hasta la apertura de
cotiledones, se evalud el nimero de semillas germinadas expresadas en porcentajes. Se

utilizaron semillas germinadas de 10, 15, 20 y 25 dias para cada tratamiento.
2.5.2. Velocidad de germinacion
Se determing la velocidad de germinacién de los materiales genéticos considerando las

semillas que presentaron radicula como semilla en estado de emergencia. Para el céalculo

de la velocidad de germinacion se aplicé la formula propuesta por Maguire en 1962.

= N° semillas
Vo= "

- Dia inicial de conteo

l:

2.5.3. Porcentaje de contaminacion
Los tratamientos fueron evaluados a los 5, 10, 15 dias después de la siembra, identificando

si existio presencia de microorganismos causantes de contaminacion.

2.5.4. Respuestas morfologicas

El tiempo de respuesta determind la diferenciacion celular y desarrollo de los explantes

en cada tratamiento, se evalu6 los cambios morfoldgicos que presentaron cada explante.

Las evaluaciones se realizaron con el uso de la escala arbitraria propuesta por Jonathan
Santana, autor de la presente investigacion, utilizando la escala mostrada en la siguiente
(tabla 6).
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Tabla 6. Respuestas morfoldgicos en el desarrollo in vitro de explantes

Escala  Caracteristicas en el desarrollo del explante
A=0,3 Desarrollo de meristemas apical

B =0,5 Engrosamiento de tallo y nuevas hojas

C=0,6 Desarrollo foliar

D =0,7 Presencia de callos

E=0,8 Callos con tallos adventicios

Figura 1. Respuestas morfologicas obtenidas por explantes de diferentes dias de edad,

provenientes de plantas in vitro de Lycopersicon esculentum M.
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3.- RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Porcentaje de Germinacion
Se presentan los porcentajes de germinacion evaluados a partir de los materiales vegetales

sembrados en medio de cultivo MS, obteniendo los siguientes resultados.
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Figura 2. Porcentajes de germinacion de los materiales genéticos V. Floradade (MG1) y
H. Micaela (MG2)

En la figura 2, se observa el porcentaje de germinacion de las semillas de los 2 materiales
genéticos hasta los 10 dias después de la siembra y se pudo notar que el material MG2
desde el primer dia de evaluacion hasta el Gltimo con un rango de germinacion de 90 al
100%. Mientras que MGL1 inicia con una germinacion del 50% al dia 3 y va aumentando
paulatinamente hasta llegar al 80% al dia 4 y a partir de este dia aumenta el porcentaje al
90% hasta el dia 10 de evaluacion.

Ambos materiales genéticos germinaron a partir del tercer dia, sin embargo el Material
MG?2 alcanzo porcentajes de 90% y el material MG1 de 45%. Dentro de los porcentajes
de germinacion se logré apreciar que los materiales MG1 y MG2 obtuvieron promedios
altos, encontrdndose MG2 el 100 % de germinacion al quinto dia y MG1 obteniendo el

90% al décimo dia, utilizando medio MS.

Los resultados obtenidos en la variable son similares a los que obtuvo Rodriguez (2015)
cuando evaluo el porcentaje de germinacion utilizando el material genético H. Micaela,

donde obtuvo valores de 90% a los 3 dias y valores maximos 100% a los 10 dias. Segun
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lo evaluado por Benavides (2015) el material genético V. Floradade logra obtener

porcentajes de 90 % germinacion a los 10 dias.

Segln Siavichay (2011), utilizd en investigaciones sobre tomate el material genético H.
Micaela presentando buenos resultados en cuanto a la variable porcentaje de germiancion

lo que concuerda con los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion.

Con los resultados obtenidos en el porcentajes de germinacion para los dos materiales
genéticos tuvieron relacion a lo que describe Salazar et al. (2013) en estudios realizos con
genotipos de tomate para obtener porcentajes altos de germinacidn concidero buenos
porcesos de desinfeccion, Mweetwa et al. (2008) en estuios similares menciona que puede
exister sensibilidad en los materiales genéticos por porcesos largos de desinfeccion que
probocan la baja germinacion.

3.2. Velocidad de germinacion

Tabla 7. Velocidad de germinacién de los Materiales Genéticos evaluados

Material Genético Velocidad _de
Emergencia

Variedad Floradade 8.0

Hibrido Micaela 17.7

En la tabla 7, muestra la velocidad de germinacion de los materiales genéticos, donde el
Hibrido Micaela alcanz6 mayor velocidad de germinacion con un valor de 17.7 en los
diferentes dias de evaluacion, mientras que el material genético V. Floradade obtuvo una

velocidad de emergencia 8.0.

Segun el trabajo realizado por Benavides (2015), demuestra que ciertas variedades de
semillas de Lycopersicon esculentum Mill, presentan un buen desarrollo germinativo en
diferentes condiciones de fotoperiodos, recalcando que obtuvo mejores resultados con
fotoperiodos del6 horas luz y 8 de oscuridad, coincidiendo con las condiciones otorgadas

por la presente investigacion.

Con los resultados obtenidos cabe mencionar que el material genético H. Micaela por
presentar vigor hibrido mostrd un indice de velocidad de germinacion mayor, a diferencia

del material genético V. Floradade.

27



3.3. Porcentaje de contaminacion

Tabla 8. ANDEVA de la variable Contaminacién a los 10,15, 20 y 25 dias evaluados.

Ev.1 Ev. 2 Ev. 3 Ev. 4 F. Valor

F.V. gl F.Cal F.Cal F.Cal F.Cal 0,06 0,01
FACTORA'! 1 100NS 1.2INS O0.00NS 0.33NS 4.17 7.56
FACTORB? 3 100NS 0.80NS 222NS 1.22NS 292 451
FACTOR A*FACTORB 3 1.00NS 0.40NS 0.74NS 0.33NS 2,92 451
C.V. 9.49 16.60 17.30  16.00

1/Materiales genéticos
2/Edades fisiolégicas

En la tabla 8, se presenta el ANDEVA de las evaluaciones realizadas a los 10, 15, 20, 25
dias respectivamente de la variable contaminacion, aunque fueron observadas
contaminaciones en las evaluaciones estas no fueron estadisticamente significativas para
los Factores A, B y tampoco para la Interaccion A*B. Ademas se presenta un coeficiente

de variacion aceptable en todos los dias evaluados.

En la presente investigacion fueron identificado los hongos més frecuentes como
Aspergillus, Fusarium, Rhizopus, Penicillium los cuales segin Otero (2014) y Gutiérrez
et al. (2018), son microorganismos contaminantes comunes dentro del desarrollo de

cultivo in vitro.

Corroborando con las investigaciones realizadas por Alvarado (2003), indicando que los
procesos de contaminacion no solo se puede expresar por la mala desinfeccion o el mal
manejo en la siembra, si no que pueden aparecer luego de que las plantas han sido

cultivadas en muchas ocasiones.

La contaminacion observada podria estar relacionada con la existencia de varias bacterias
que promueven la contaminacion, las cuales viven y se desarrollan lentamente en los
medios de cultivo de las plantas o en cierto modo se encuentran en estado latentes Otero
(2014) y unicamente pueden ser asociados aun mal manejo o desinfeccion como lo

expresado en investigaciones realizadas por Alvarado (2003)
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3.4. Respuestas Morfoldgicas
Los valores obtenidos en las evaluaciones fueron analizados estadisticamente.

Tabla 9.- ANDEVA de la variable Respuestas Morfologicas de los 10, 15, 20, 25 dias
evaluados.

Ev.1 Ev. 2 Ev. 3 Ev. 4 F. Valor

F.V. gl F.Cal F.Cal F.Cal F.Cal 0,056 0,01
FACTOR A! 1 5,00* 0,09NS 756** 591* 4,17 7,56
FACTORB? 3 351,67** 228NS 1290** 441* 2,92 451
FACTOR A*FACTORB 3 500** 155NS 591** 276NS 292 451
C.V. 4,24 9,06 6,76 10,79

1/Materiales genéticos
2/Edades fisiolégicas

En la tabla 9, el ANDEVA de las evaluaciones realizadas a los 10, 15, 20, 25 dias
respectivamente, se puede observar en la Evaluacion 1, diferencias significativas al 0.05
de probabilidades unicamente en el Factor A (Materiales genéticos), mientras que para
Factor B (Edades fisioldgicas) y la Interaccion A*B fue significativo al 0.01 de
probabilidad. En cuanto a la Evaluacién 2, se pudo notar que la F calculada para todos

los Factores en estudio fue no significativa (NS).

En la Evaluacion 3, se puede notar que la F calculada, para todos los Factores en estudio
presento diferencias significativas al 0.01 de probabilidad. Respecto a la evaluacion 4, los
valores de la F calculada para los Factores A y B, presentaron diferencias significativas

al 0.05 de probabilidad, mientras que la Interaccion A*B fue no significativa.
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Figura 3. Resultados del Factor A (Materiales genéticos) en la diferentes evaluaciones de la
variable Respuesta morfoldgica

La Figura 3, los resultados muestran diferencias estadisticas para el Factor A (Materiales
genéticos) y de las evaluaciones realizadas a los 10, 20 y 25 dias; donde se determin6 que
el material genético V. Floradade (MG1) en la evaluacion 3 obtuvo una mejor respuesta
morfoldgica con un valor de 0.53 de acuerdo a la escala, a su vez se aprecia que la menor

respuesta morfolégica se dio en la evaluacion a los 10 dias con un valor de 0.45.

El material genético H. Micaela (MG2) obtuvo una menor respuesta morfoldgica en la
evaluacion de 10 dias con un valor de 0,46 conforme a la escala, mientras que la mayor
respuesta morfoldgica se mostré en las evaluaciones 3 y 4 con un valor de 0.56 en ambos

materiales.

En los resultados obtenidos sobre los materiales genéticos en estudio indican que existio
diferencias entre el hibrido Micaela y la variedad Floradade, mostrando que el material
genético hibrido Micaela generd mas respuestas morfoldgicas por el potencial genético
que posee. Weldt (2008), en estudios similares, uno de los factores esenciales para la
micropropagacion de explantes en cultivos in vitros es el genotipo y la edad fisioldgica

del material genético que influyen en el desarrollo morfol6gico.
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Figura 4. Respuesta morfoldgica del Factor B (Edades fisioldgica del explante) a los 10,20 y 25
dias

En la figura 4, los resultados obtenidos muestran diferencias estadisticas para el Factor B
(Edades fisiologicas) y de las evaluaciones realizadas a los 10, 20 y 25 dias, donde se
establecid que las unidades experimentales pertenecientes a la Edad 10, obtuvieron mayor
respuesta morfoldgica en la evaluacién 25 dias con un valor de 0.55 estando entre la fase
Engrosamiento de tallo y nuevas hojas y Desarrollo foliar, en base a la escala. Asi mismo,
la menor respuesta morfoldgica se dio en la evaluacion de 10 dias con un valor de 0.30
que es Desarrollo de meristema apical.

En la Edad 15, los explantes alcanzaron una mayor respuesta en la evaluacion de 20 dias
con valor de 0.55 encontrandose en la fase Engrosamiento de tallo y nuevas hojas y
Desarrollo foliar conforme a la escala establecida, mientras que la menor respuesta
morfologica se observd en la evaluacion de 25 dias con valor de 0.46 entre la fase
Desarrollo de meristemas apical y Engrosamiento de tallo y nuevas hojas. Respecto a la
Edad 20 las unidades experimentales alcanzaron una mejor respuesta en la evaluacion de
25 dias obteniendo un valor de 0.60 en la fase Desarrollo foliar, a diferencia de la primera
evaluacion realizada que obtuvo una menor respuesta morfolégica llegando a un valor de

0.50 fase de Engrosamiento de tallo y nuevas hojas.

31



Finalmente la Edad 25 alcanz6 una mayor respuesta morfolégica en las evaluaciones de
20 y 25 dias con un valor de 0.53 entre las fases Engrosamiento de tallo y nuevas hojas
para ambas evaluaciones, de la misma manera la menor respuesta morfoldgica se observd
en la evaluacién de 10 dias con un valor de 0.50 en la fase Engrosamiento de tallo y

nuevas hojas de acuerdo a la escala.

Analizando los resultados obtenidos, se pudo observar que hay diferencias significativas
entre las 4 edades fisiologicas en estudio, posiblemente se deba a la concentracion de
citocininas (1,5 mg/L) en el medio de cultivo, donde se observd que los materiales
genéticos con edades fisioldgicas menores de presentaron mas desarrollo en cuanto a las

respuestas morfologicas.

Monrroy (2009), en un estudio similar describio que la edad fisioldgica del explante
influye en la morfogénesis, mientras mas joven y menos diferenciado esté el tejido que
se va a sembrar, mejor sera la respuesta in vitro. Asi mismo Borrero (2008), menciona
que el uso de la citocinina sola induce a la division celular e inducen la formacién de
tallos y hojas.
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Interaccidn (Factor A*Factor B)

Respuesta morfoldgicas Escala (0.3-0.7)

Figura 5. Resultados de la Interaccion Factor A (Materiales Genéticos) * Factor B (Edades
fisioldgicas del explante) en la evaluacion a los 10 dias, de la variable Respuesta morfoldgica
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En la Figura 5, se presentan los valores promedios obtenidos de la interaccion del Factor
A* B, donde se muestran 3 grupos estadisticos de los cuales, el grupo que presento la
mejor respuesta morfologica fue MG2:E2 con un valor de 0.55 estando en entre la fase
engrosamiento de tallo y nuevas hojas y desarrollo foliar, segun la escala, mientras que el
grupo que mostro la respuesta morfolégica mas baja fueron MGL1:E1y MG2:E1 con un

valor de 0.30 en desarrollo de meristema apical.

Mientras que el grupo intermedio que se formo obtuvo una respuesta morfolégica dentro
de la escala de 0.50 en la fase engrosamiento de tallo y nuevas hojas, lo conformaron
MG2:E3, MG2:E4, MG1:E3, MG1:E2, MG1:EA4.

Los resultados antes mencionados se deben posiblemente a que el hibrido en estudio por
poseer genéticamente vigor hibrido ayudo a una mejor respuesta morfologica si lo
compramos con la variedad, cuando presentaron edades de explante de 15, 20 y 25 dias.
Mientras que cuando tuvieron edades de explante de 10 dias en ambos casos no
presentaron diferencias significativas. Al respecto Ambriz (1995), difiere con estos
resultados porque en un estudio realizado con explantes de tomate, encontré6 mejor

respuesta morfoldgica cuando tuvieron edades fisiologica de 7 a 10 dias.
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Figura 6. Resultados de la Interaccion Factor A (Materiales Genéticos) * Factor B (Edades
fisioldgicas del explante) en la evaluacion a los 20 dias, de la variable Respuesta morfoldgica
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La Figura 6, se muestran los valores promedios obtenidos de la interaccién del Factor
A*B, donde la mejor respuesta morfoldgica se presentd en MG2:E2 y MG1:E3 con un
valor de 0.60 dentro de la escala y que corresponde al desarrollo foliar, mientras que las
respuestas morfoldgicas mas bajas fueron MG2:E1, MG1:E2 y MG1:E1 con un valor de
0.50 que significa dentro de la escala engrosamiento de tallo y nuevas hojas.

Asi mismo, las interacciones MG1:E4, MG2:E4, MG2:E3 presentaron diferencia
significativas entre ellas mostrando con valores de 0.58 y 0.55 presentando las fase

engrosamiento de tallo y nuevas hojas y desarrollo foliar de acuerdo a la escala.

Los resultados antes mencionados indican que el hibrido Micaela (MG2) en estudio fue
el mejor ante las respuestas morfoldgicas versus las edades de explantes (15, 20 y 25
dias), esto se debe a la parte genética que posee el material, lo que no ocurrio con la
variedad Floradade y que su respuesta Unicamente fue significativa a la edad fisiologia

del explante de 20 dias.

Similares resultados obtuvo Tello (2016),donde el desarrollo directo de los explantes se
dio a la accion realizada por la composiccion del medio de cultivo y al origen de material

genético.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

e En este ensayo el mejor protocolo para la micropropagacion de explantes de
tomate esta relacionado con el uso de materiales genéticos de edades 15y 20 dias,
ya que aplicando concentraciones de citocininas de 1,5 mg/L, se pudo observar
mayores respuestas morfoldgicas en los explantes estudiados. Esto probablemente
se debe a que los tejidos vegetales de menor edad requieren de una alta cantidad

de citocinina exogena.

e El material genético hibrido Micaela en condiciones controladas, obtuvo el 100%
de germinacion a los 4 dias de su siembra, demostrando que el hibrido gracias a
sus caracteristicas genéticas reacciona de mejor manera frente a la variedad

Floradade.

e Las mejores edades fisioldgicas para los materiales genéticos fueron: 20 dias para

V. Floradade y 15 dias de edad para H. Micaela.
e Las mejores respuestas morfoldgicas para los 2 materiales genéticos se mostraron
en las edades fisioldgicas de 15 y 20 dias, por presentar organogénesis directa con

rangos de 0.60 que significa desarrollo foliar segin la escala establecida.

Se acepta la hipdtesis planteada, demostrando que las edades de siembra aplicadas en los

2 genotipos estudiados desarrollaron al menos una respuesta morfoldgica.
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RECOMENDACIONES

e Realizar nuevos ensayos sobre cultivos in vitro, utilizando diferentes variedades

de tomate que presenten mayor produccion en la provincia de Santa Elena.
e Realizar nuevas investigaciones que involucren la utilizacion de diferentes dosis
de fitohormonas en las edades fisiologicas mejorando el desarrollo del explante,

ademas de determinar protocolos para la etapa de aclimatacion del explante.

e Realizar la prueba de medio en la camara de flujo laminar para determinar los

posibles agentes contaminantes.

e Considerar el registro de temperatura y de humedad relativa dentro de las cdmaras

de crecimiento.
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ANEXOS



PROYECTO DE INVESTIGACION: “Estudio y seleccién de hibridos y variedades de tomate (Lycopersicon esculentum Mill)
tolerantes al estrés hidrico a partir de cultivares introducidos en la peninsula de Santa Elena”
Registro de germinacion en los material: V1= V. FLORADADE y V2= H. MICAELA
FECHAS | MATERIALES #TUBOS TOTAL| %
Dia3 Vi 1(2(3|4|5 7(8]9(10{11|12(13|14(15(16|17(18]19(20|21|22(23|24|25(26|27|28(29|30
26/04/2019 X |x X oo xo- - oo [x x| [x X X |x 14| 46,6
V2 X X 28( 93,3
Dia4 Vi X X X |x |- |- |x x x| 22| 75
27/04/2019| v2 30| 100
Dia5 Vi X X X X |x | 24| 80
28/04/2019| v2 30[ 100
Dia6 Vi X X X x |- | 25| 85
29/04/2019| v2 30| 100
Dia7 V1 X X X X | 25 85
30/04/2019| V2 30| 100
Dia8 V1 X X X X |- 26| 86
1/05/2019 V2 30| 100
Dia9 Vi X X X |- 2711 90
1/05/2019 V2 30[ 100
Dia 10 V1 X X X |- 21l 90
1/05/2019 V2 30[ 100
Obsevaciones:
Dia:5 El material V1 presenta crecimiento lento en la radicula
Dia:6 Los materiales V1y V2 presenta porcentaje de germinacion del 85y 100%
Dia: 10 Las plantulas comienzan con la apertura de cotiledones.
Jonathan Santana P. 04/2019

Figura 1A. Matriz de evaluacion de porcentaje de germinacion

Variable: Velocidad de emergencia

Dia 3 Dia 6 Dia 9
Material Genético Plantas | Plantasno | Plantas Plantas no Plantas | Plantas no
emergidas | emergidas | emergidas | emergidas | emergidas | emergidas
Variedad Floradade 14 16 22 8 27 3
Hibrido Micaela 28 2 30 0 30 0

Figura 2A. Matriz de evaluacion velocidad de germinacion




Vst

UNIVERSIDAD ESTATAL PENINSULA DE SANTA ELENA

FACULTAD DE CIENCTAS AGRARTAS
CARRERA AGROPECUARIA

Proyecto: Estudioyseleccion de hibridos y variedad de tomate (Lycopersicon esculentum Mill) tolerantes al estrés hidrico a partir de cultivos introducidos en |a provincia de Santa Elena.

Ficha Ng: 2 Variable: Porcentaje de Contaminacion
Fechade Siembra: Medio de Siembra: L8 me de citocinina | Material Genético: Vi=Floradade V2=Micaela
Explantes Dias de evaluacién después de lasiembra
TRATAMIENTOS de: 5 10 15 20 = 30 35 40 45 Observaciones
15dias |02/10/2018|03/10/2018 [12/10/2018|17/10/2018 |22/10/2018|27/10/2018 | 31 /10/2018| 05/11 /2018 | 10/10/2018
R1 B B B B B - B B -
R2 - - - X _Presencia de presipitados [contaminado por hongos en el explante)
R3 - - - - - - - - -
T1: V1Al R4 - - - - - - - - -
27/09/2018 RS - - - - - - - - -
R6 - - - - - - X contaminacion
R7 - - X Presencia de presipitados (contaminado por hongos en el explante)
% 0% 0% 14% 14% 0% 0% 20% [ 0%
20dias |09/10/2018(12/10/2018 [17/10/2018|22/10/2018 [27/10/2018(31/10/2013 | 05/11 /2018 10/11 /2018 | 15/11/2018
R1 - - - - - - - - -
R2 - - _ - _ - - - -
T2: V1A2 R3 - - B B B - B B B
02/10:2018 R4 - - - - - - ~ _ -
RS - - X _ confaminado por hongos blanco algodonoso
RE - - - - - - - - -
% '3 0% 17% 0% 0% [ 0% @ 0%
25dias |31/10/2018(05/11/2018 [10/11/2018| 15/11/2018 |20/11/2018| 25/11/2013 | 30/11/2018| 05/12/2018 | 10/12/2018
R1 - - - - - - -
R2 - - - - - - -
T3: VIA3 R3 - - - - - - -
R4 - - - - - - -
27102018 RS - - - - - - -
RE - - - - - - -
R7 - - - - - - -
% 0 0% '3 0% 0% [ 0% 6 0%
30dias 05/11/2018(10/11/2018 (15/11/2018(20/11/2018 (25/11/2018(30/11/2018 | 05/12/2018| 10/12 2018 | 15/12/2018
R1 - + - - - - deshidratacion en el apice
R2 B B B B B -
Td: V1A4 3 - - N N N N
317102018 R4 - - - - - -
RS - - - - - -
RE - - - - - -
% 0% 14% 0% 0% 0% % 0% ® 0%
15dias |02/10/2018(03/10/2018 [12/10/2018|17/10/2018 |22/10/2018(27/10/2013 | 31 /10/2018| 05/11/2018 | 10/11/2018
R1 - - - - - - - - + oxidacidn en la base del explante
R2 - - - - - - - x - medio blando, se caé el explante, contaminado
T5: v2A1 R3 - - - - - - - - + Dx?dac??n en labase del explante
27/09/2018 R4 - - - - - - - - + oxidacidn en |a base del explante
R5 - - - - - - - - + oxidacidn en la base del explante
R6 - - - - - - - - + oxidacidn en |a base del explante
R7 - - - - - - - - + oxidacidn en la base del explante
% 0% 0% 0% 0% 0% % 0% 14% 100%
20dias |09/10/2018(12/10/2018 [17/10/2018| 22/10/2018 |27/10/2018( 31/10/2018 | 05/11/2018| 10/11 /2018 | 15/11/2018
R1 - - - - - - - - -
R2 - - X _ contaminado por hongos blanco algodonoso en el explante
T6: V2A2 R3 - - - - - - - - -
02/10/2018 R4 - - - - - - - - -
RS - - - - - - - - -
RE - - - - - - - - -
% 0% 0% 17% 0% 0% % 0% w6 0%
25dias 12/10/2018|17/10/2018 |22/10/2018| 27 /10/2018 |31/10/2018 | 05/11/2018 | 10/11/2018( 15/11/2018 | 20/11/2018
R1 - - - - - - - - -
R2 - - - - - - - - -
T7: V243 :: - - - - - - - - -
087102018 RS - - - - - - - - - Presencia de deshidratacion
RE - - - - - - - - -
R7 - - - - - - - - -
% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% [ 0%
30dias |17/10/2018|2210/2018 [27/10/2018|31/10/2018 |05/11/2018(10/11/2018 | 15/11 /2018 | 20/11/2018 | 25/11/2018
R1 - - - - - - - - -
R2 - - - - - - - - - Presencia de deshidratacién en el apice
T8: V2A4 R3 - - - - - - - - -
12/10/2018 R4 - - - - - - - - -
RS - - - - - - - - -
RE - - - - - - - - -
% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 6 0%

[} No existe contaminacidn
[x) Contaminacidn

[*IDeshidratado
[+) Oxidacion

J. Santana (30/%2018)

Figura 3A. Matriz de evaluacion de la variable contaminacion



Escala  Estado de las unidades experimentales

1=0,3 No contaminado

2=0,5 Contaminado

Figura 4A. Escala de evaluacion para la matriz de contaminacion

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 00,0008 gl: 356
Factor A Medias n E.E.

2 0,30 24 0,01 A
1 0,31 24 0,01 A

Figura 5A. Medias de Factor A, Primera evaluacion, Variable contaminacion

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 00,0008 gl: 35

Factor B Medias n E.E.
0,30 12 0,01
0,30 12 0,01
0,30 12 0,01
0,32 12 0,01

b b= 1) LW
o - S

Figura 6A. Medias de Factor B, Primera evaluacion, Variable contaminacion



Test :Duncan Alfa=0,05

Error: 00,0008 gl: 35

Factor A Factor B Medias n E.E.
= 1 0,30 & 0,01
2 = 0,30 & 0,01
2 3 0,30 & 0,01
2 4 0,30 & 0,01
1 1 0,30 & 0,01
1 2 0,30 & 0,01
1 3 0,30 & 0,01
1 4 0,33 & O,01L

e

Figura 7A. Medias de Interaccion Factor A* Factor B, Primera Evaluacion, Variable
contaminacion

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipe III)

F.V, SC gl CM F p-valor
Modelo g,01 12 §,3E-04 1,00 00,4690
Factor A §,3E-0¢4 1 §,3E-04 1,00 00,3242
Factor B 2,5E-03 3 §,3E-04 1,00 0,4043
Repeticion 4,2E-03 5 8,3E-04 1,00 10,4321
Factor A*Factor B 2,5E-03 3 8,3E-04 1,00 0,4043
Error 0,03 35 8,3E-04
Total 0,04 47

Figura 8A. Andlisis de varianza, Primera evaluacion, Variable contaminacion




Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 00,0028 gl: 35
Factor A Medias n E.E.

1 0,31 24 0,01 A
2 0,33 24 0,01 A

Figura 9A. Medias de Factor A, Segunda evaluacion, Variable contaminacion

Test:Duancan Alfa=0,05
Error: 00,0028 gl: 35
Factor B Medias n E.E.

4 0,30 12 0,02 A
1 0,32 12 0,02 A
3 0,32 12 0,02 A
2 0,33 12 0,02 A

Figura 10A. Medias de Factor B, Segunda evaluacion, Variable contaminacion

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 0,0028 gl: 35

Factor A Factor B Medias n E.E.

2 4 0,30 6 0,02 A
1 4 0,30 6 0,02 A
1 3 0,30 6 0,02 A
1 1 0,30 6 0,02 A
2 3 0,33 6 0,02 A
2 2 0,33 6 0,02 A
2 1 0,33 6 0,02 A
1 2 0,33 6 0,02 A

Figura 11A. Medias de Interaccion Factor A* Factor B, Segunda Evaluacion, Variable
contaminacion



Analisis de la varianza

Variable N R®* R® A CW
Contaminacidn Eva., 15 Dias.. 48 0,34 0,11 1&,€0

Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CM F__p-valor
Modelo 0,05 12 4,2E-03 1,51 0,1€76
Factor A 3,3E-03 1 3,3E-03 1,2 00,2754
Factor B 0,01 3 2,2E-03 0,80 0,49%98
Repeticion 0,04 5 0,01 2,66 0,038%
Factor A*Factor B 3,3E-03 3 1,1E-03 0,40 0,7522
Error 0,10 3% Z,8E-03
Total 0,15 &7

Figura 12A. Anélisis de varianza, Segunda evaluacion, Variable contaminacion

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 00,0030 gl: 40
Factor A Medias n E.E.

1 0,32 24 0,01 A
2 0,32 24 0,01 A

Figura 13A. Medias de Factor A, Tercera evaluacién, Variable contaminacion

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 00,0030 gl: 40

Factor B Medias n E.E.
0,30 12 0,02
0,30 12 0,02
0,32 12 0,02
0,35 12 0,02

13 = 6 W
el

B
B

Figura 14A. Medias de Factor B, Tercera evaluacion, Variable contaminacion




Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 0,0030 gl: 40
Factor A Factor B Medias n E.E.

2 1 0,30 6 0,02 A
2 3 0,30 & 0,02 A
= 4 0,30 & 0,02 A
1 4 0,30 & 0,02 A
1 3 0,30 & 0,02 A
1 = 0,33 & 0,02 A
1 1 0,33 & 0,02 A
= = 0,37 & 0,02 A

Figura 15A. Medias de Interaccion Factor A* Factor B, Tercera Evaluacién,
Variable contaminacion

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl CM Fp-valor
Modelo 0,03 7 3,8E-03 1,27 10,2897
Factor A 0,00 1 0,00 0,00 »0,59958%
Factor B 0,02 3 g,01 2,22 10,1004
Factor A*Factor B 0,01 3 2,2E-03 0,74 10,5341
Error 0,12 40 3,0E-03
Total 0,15 47

Figura 16A. Andlisis de varianza, Tercera evaluacion, Variable contaminacion

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 00,0025 gl: 40
Factor A Medias n E.E.

2 0,31 24 0,01 A
1 0,32 249 0,01 A

Figura 17A. Medias de Factor A, Cuarta evaluacion, Variable contaminacion



Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 00,0025 gl: 40
Factor B Medias n E.E.
3 0,30 12 0,01
4 0,30 12 0,01
1

0,32 12 0,01
0,33 12 0,01

B

Figura 18A. Medias de Factor B, Cuarta evaluacion, Variable contaminacion

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 00,0025 gl: 40
Factor A Factor B Medias n E.E.

2 1 0,30 & 0,02 A
prs 3 0,30 & 0,02 A
2 4 0,30 & 0,02 A
1 4 0,30 & 0,02 A
1 3 0,30 & 0,02 A
1 1 0,33 & 0,02 A
1 pre 0,33 &€ 0,02 A
2 > 0,33 € 0,02 A

Figura 19A. Medias de Interaccion Factor A* Factor B, Cuarta Evaluacion, Variable
contaminacion

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl | F p=valor
Modelo 0,01 7 1,8E-03 0,71 0,6602
Factor A 8,3E-04 1 8,3E-04 0,33 0,5669
Factor B 0,01 3 3,1E-03 1,22 0,3142
Factor A*Factor B 2,5E-03 3 8,3E-04 0,33 0,8013
Error 0,10 40 2,5E-03
Total 0,11 47

Figura 20A. Analisis de varianza, Cuarta evaluacion, Variable contaminacion




) UNIVERSIDAD ESTATAL PENINSULA DE SANTA FLENA
@ FACULTAD DECIENCIAS AGRARIAS
Ut CARRERA AGROPECUARIA

Proyecto: Estudio y seleccion de hibridos y variedad de tomate (Lycopersicon esculentum Mill) tolerantes al estrés hidrico a partir de culivos introducidos en la
provincia de Santa Elena.

FichaN% 3 | Variable: Fases £nologicas en el desarrollo in vitro de explantes
Fecha de Siembra: 27/07/18 - 14/08/18 ‘MelﬁurleSiemhra: 15 mgde citocinina ‘ Material Genético: Vi=Floradade V2=Micael
Explante Dias de evaluacion después de Ia siembra
IRATAMENTOS | ge: 5 10 15 2 2 3 3 40 45 Observaciones
15 dias |02/10/2018|09/10/2018|12/10/2018) 17/10/2018 | 22/10/2018 | 27/10/2018 | 31/10/2018  05/11/2018 | 10/11/2018
Rl E C C C C C C E E El desarrollo ¢s en la yema apical
R2 E C C descartada
. R} E C C C C C C C E engrosamiento del tallo
217'109\21[1]1118 R4 E C C C C C C C C engrosamiento el tall
RS E C C C C C C E E engrosamiento del tallo
R6 E C C C C C - engrosamiento el tallo
R7 E C descartada
20 dias [09/10/2018|12/10/2018|17/10/2018| 22/10/2018 | 27/10/2018 | 31/10/2018 | 05/11/2018 | 10/11 /2018 15/11/2018
Rl A C C C C C C E E engrosamiento del tallo
VI R A C C C C C C D D engrosamiento del tallo
0107018 R A C C C C C C E E engrosaminto el tallo
R4 A C C C C C C E E engrosaminto el tallo
RS A C descartada
R6 A C C C C C C C E engrosamiento del tallo
25 dias [31/10/2018|05/11/2018|10/11/2018 | 15/11/2018 | 20/11/2018| 25/11/2018 | 30/11/2018 | 05/12/2018 | 10/12/2018
Rl A E D C C C C desarrollo de hojas
) R2 A E D ) E ) E desarrollo de hojas
T3: VIA3 .
R3 A E D C C C C desarrollo de hojas
L0018 ¥ A E D _ desarrollo de hojas
R5 A E D E E E E desarrollo de hojas
R6 A E D C C C C desarrollo de hojas
R7 A E C F F F F desarrollo de hojasy brotes, engrosamiento de tal
30 dias [05/11/2018|10/11/2018|15/11/2018| 20/11/2018 | 25/11/2018| 30/11/2018 | 05/12/2018 | 10/12 /2018 15/12/2018
Rl E C C C C C presento desarrollo vegetal, solo en las hojas
T4:ViMd | R E C C C C C Medios con precipitados
R3 E C C C C C desarrollo de hojas
31102018 | R4 E C E E E E desarrollo de hojas
RS E C C C C C desarrollo de hojas
R6 E C C C C C desarrollo de hojas

Figura 21A. Matriz de evaluacion de la variable respuestas morfoldgicas




15 dias |02/1072018{03/10/208] 10/ 2018{17/40/2018 | 2230/2018| 27/A020L8| 34/10/2018 | 5/14/2018 | 0/24/2018

RtV E(C|C|CC|C C F|E desarrolo de hojas y engrosameento de falo

R E|C]C|C | C|C/|C i desarrolo de hops v engrosameto de o
svuw | g E(cycc, cpcjpc F|E Medis con precipfadas
N8 | R EfCLC|CLC|C]C]E|E desareolo de hojas y engrosameento de fallo

R E(CpCpCpCpC C  FE|TF desarrolo de hojas y engrosameento de fallo

R E|C]CyC|]C|C ] C | E|E desarrolo de hops y engrosameento de o

e jcjpcypcjcypCc ) C | C|E desarrolo de hops v engrosameento de o

20 i | 09/10/2088]2/10/2018 | 17/10/2018| 2/0/2088| 27/ 10/2088 31/10/2018 5/13/201 | /1120131512018

Ry cjcpcypcjpcpCcpCcpE|C desarrolo de hops v engrosameento de falo
o (L N -
s B cycpcpcpcpc ¢ F|E desarrolo de hojas y engrosameento de falo

M E|E | C]C | C|C C E|E desareolo de hojas y engrosameento de fallo

R EE [ CC L C|C  C F|E desarrolo de hojas y engrosameento de fallo

R c|cjcycjcyyc ¢ E|E desarrolo de hops y engrosameento de alo

15 dis | 12/10/088]17/10/2018 22/ 10/2018| 27/0/2088| 31/10/2088 05/14/2018 | 0/13/2018 | 5/11/2018 | 20/1/2018

Rt /BB | C|C C|C]C]|E]|TE

R/ B |B | C|C | C|C/|C - engrosamento del tall, dej de desarolar hops
Vi3 | R B | B | C|C ] C|E]C /| E | engrosamento del tal, dep de desarrolar hogs
002008 | R4 B | B | C|]C|]C|D|C/|E|E engrosamento deltal, dejo de desarrolar hogs

R B | B | CyC|C|D C | E|E engrosamento del tal, dejo de desarvolar hogs

R | B | B | C|C|C D C | E|E engrosamento deltall, dejo de desarrolar hogs

R B | B | C|C|C|D C | E]|E engrosamento del tall, dejo de desarrolar hogs

30 dis | 17/10/088]22/10/2018 27/ 10/2018| 34/0/2088|05/14/088 0/14/2018 | 5/13/2018 | /112018 2511/ 2018

Rt c{C{DJ| D C|C C C]C el engrosamento es v en b base del exphute
TV R, c|cjpcycjcpc cpcj|c engrosamento e falo
1008 K3 ( F F F F F F F F |desarrollo de brotes (4brotes) Los brotes presentan deshidratacién

M cycpcpcpcpc ¢ cjpc¢c engrsamento de falo

R c(cycpcpcpc ¢ cjc¢c engrsamento de falo

R cjcjpcypcjcypcpcpCyc engrosamento de falo

Figura 22A. Matriz de evaluacion de la variable respuestas morfologicas




Escala Caracteristicas en el desarrollo del explante

A =0,3 Desarrollo de meristemas apical

B =0,5 Engrosamiento de tallo y nuevas hojas

C=0,6 Desarrollo foliar

D =0,7 Presencia de callos

E =0,8 Callos con tallos adventicios

Figura 23A. Escala de evaluacion para la matriz de respuestas morfoldgica

Test:Duncan Alfa=0,05
Error!: 00,0004 gl: 35
Factor A Medias n E.E.

1 0,45 24 4,0E-03 A

B

Figura 24A. Medias de Factor A, Primera evaluacion, 6 dias, Variable Respuesta

morfolGgica

Test:Dancan Alfa=0,05
Error: 00,0004 gl: 35
Factor B Medias n LR.L.

0,30 12 0,01 A
0,50 12 0,01
0,50 12 0,01
0,53 12 0,01

[y efs L =

Figura 25A. Medias de Factor B, Primera evaluacion, Variable Respuesta

morfoldgica




Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 0,0004 gl: 35
Factor A Factor B Medias n E.E.

1 1 0,30 € 0,01 A

2 1 0,30 & 0,01 A

2 3 0,50 & 0,01 B

2 4 0,50 € 0,01 B

1 3 0,50 & 0,01 B

1 2 0,50 €& 0,01 B

1 4 0,50 € 0,01 B

2 > 0,55 & 0,01 C

Figura 26A. Medias de Interaccion Factor A* Factor B, Primera Evaluacion, Variable
Respuesta morfoldgica

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl M F p-valor
Modelo 0,41 12 0,03 80,00 <0,0001
Factor A 1,9E-03 1 1,%E-03 5,00 0,0318
Factor B 0,40 3 0,13 351,67 <0,0001
Repeticion 1,8E-03 5 3,7E-04 1,00 0,431
Factor A'Factor B g,01 3 1,%E-03 5,00 0,0054
Error 0,01 35 3,7E-04
Total 0,42 47

Figura 27A. Andlisis de varianza, Primera evaluacion, Variable Respuesta morfoldgica




Test:Duncan Alfa=0,035
Error: 00,0023 gl: 35
Factor A Medias n E.E.

1 0,53 24 0,01 &
2 0,53 24 0,01 A

Figura 29A. Medias de Factor A, Segunda evaluacion, 12 dias, Variable Respuesta
morfoldgica

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 00,0023 gl: 35

Factor B Medias n E.E.
0,50 12 0,01
0,53 12 0,01
0,53 1Z 0,01
0,55 12 0,01

ol [ =
Y
W

Figura 28A. Medias de Factor B, Segunda evaluacién, Variable Respuesta
morfologica

Test:Duoncan Alfa=0,05
Error: 00,0023 gl: 35
Factor A Factor B Medias n E.E.

= 1 Q0,50 & 0,02 A
1 = 0,50 & 0,02 A
1 1 0,50 & 0,02 A
2 3 Q0,53 &€ 0,02 A B
2 3 0,53 € 0,02 A B
i g 0,53 &€ 0,02 A B
2 2 0,55 &€ 0,02 A B
1 3 0,57 & 0,02 B

Figura 30A. Medias de Interaccion Factor A* Factor B, Segunda Evaluacién, Variable
Respuesta morfoldgica




Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. =1 gl - | F p=valozr
Modelo 0,04 12 Z,%E-03 1,28 00,2735
Factor A 2,1E-04 1 2,1E-04 0,09 0,7642
Factor B 0,02 3 0,01 2,28 0,085%8
Eepeticion g,01 5 1,7E-03 0,75 0,5821
Factor A*Factor B 0,01 3 3,5E-03 1,55 0,2180
Error 0,08 35 Z,3E-03
Total 0,11 47

Figura 31A. Andlisis de varianza, Segunda evaluacion, Variable Respuesta morfol6gica

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 0,0014 gl: 35

Factor A Medias n E.E.

1 0,53 24 0,01 A

2 0,56 24 0,01 B

Figura 32A. Medias de Factor A, Tercera evaluacion, 18 dias, Variable Respuesta
morfologica

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 0,0014 gl: 35
Factor B Medias n E.E.

1 0,50 12 0,01 A

4 0,53 12 0,01 B
2 0,55 12 0,01 B
3

0,59 12 0,01

i}

Figura 33A. Medias de Factor B, Tercera evaluacion, Variable Respuesta
morfoldgica




Test:Duncan Al fa=0,05

Error: 0,0014 gl: 35

Factor A Factor B Medias n E.E.

2 1 0,50 6 0,02 A

1 2 0,50 & 0,02 A

1 1 0,5 & 0,02 A

1 4 0,52 6 0,02 A B

2 4 0,585 & 0,02 B C

2 3 0,58 6 0,02 cC D
2 2 0,60 & 0,02 D
1 3 0,60 & 0,02 D

Figura 34A. Medias de Interaccion Factor A* Factor B, Tercera Evaluacion, Variable
Respuesta morfoldgica

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.¥. Sl gl M F p-valor
Modelo 0,08 12 0,01 5,60 <0,0001
Factor A 0,01 1 0,01 7,56 0,0094
Factor B 0,05 3 0,02 12,90 <0,0001
Repeticion 4,4E-03 5 8,7E-04 0,65 0,6651
Factor A*Factor B 0,02 3 0,01 5,91 00,0023
Error 0,05 35 1,4E-03
Total 0,14 47

Figura 35A. Andlisis de varianza, Tercera evaluacion, Variable Respuesta morfolégica

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 00,0141 gl: 35
Factor A Medias n E.E.

1 0,51 24 0,02 A
o 0,56 24 0,02 A

Figura 36A. Medias de Factor A, Cuarta evaluacion, 24 dias, Variable Respuesta
morfoldgica



Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 00,0141 gl: 35

Factor B Medias n E.E.
0,46 12 0,03
0,53 12 0,03
0,55 12 0,03
3 0,60 12 0,03

Figura 38A. Medias de Factor B, Cuarta evaluacion, Variable
Respuesta morfoldgica

= s LD
El

B
B
B

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 0,0141 gl: 35

Factor A Factor B Medias n E.E.

1 2 0,42 & 0,05 A

1 1 0,50 & 0,05 A B
2 2 0,50 & 0,05 A B
1 4 0,52 & 0,05 A B
2 4 0,55 & 0,05 A B
2 3 0,58 & 0,05 B
2 1 0,60 & 0,05 B
1 3 0,62 & 0,05 B

Figura 37A. Medias de Interaccion Factor A* Factor B, Cuarta Evaluacidn, Variable
Respuesta morfoldgica



Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. S5C gl CM F p-valor
Modelo 0,2& 12 0,02 1,50 00,1697
Factor A g,03 10,03 1,78 00,1904
Factor B 0,12 3 0,04 2,92 0,0474
Eepeticion 0,07 5 0,01 1,04 ©0,4909&
Factor A*Factor B 0,03 3 0,01 0,76 0,5234
Error 0,49 35 0,01
Total 0,75 47

Figura A 39. Anélisis de varianza, Cuarta evaluacion, Variable Respuesta
morfoldgica

Figura 40A. Siembra de los materiales genéticos en tubos de ensayos.




Figura 41A. Materiales Genéticos en desarrollo dentro de la
camara de crecimiento

camara de crecimiento



Figura 44A. Desarrollo del explante a los 15 dias de la variedad Floradade



Figura 45A. Contaminacion por hongos en el establecimiento en el establecimiento del cultivo
in vitro.

Figura A 46. Desarrollo del explante de 25 dias de edad, trasplantado a sustrato organico
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Figura 47A. Desarrollo de la unidad experimental, lista para la aclimatacion



