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RESUMEN

Solanum lycopersicum es una hortaliza muy consumida e importante en Ecuador, sin
embargo, produce 63 955 toneladas de tomate, ademas, este cultivo tiene buenas respuestas
fenoldgicas en la sierra y en la costa ecuatoriana, En Ecuador se obtiene un promedio de 20
ton/ha el cual estd por debajo del rendimiento promedio de los paises vecinos (Yunda,
2020). En la provincia de Santa Elena la produccion anual de tomates alcanza 1 399
toneladas (Barreiro, 2015). Al ser una hortaliza de gran demanda, en investigaciones
previas del Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas de la UPSE, se plante6 en
multiplicar la especie, realizando mejoramiento genético y adaptandola al entorno
ambiental de la provincia de Santa Elena, realizando una propagacién masiva mediante
método de propagacion in vitro en ambiente aséptico para tener plantas libres de
enfermedades, patdgenos, etc. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la produccion
de brotes a partir de explantes meristematicos cultivados en bajas concentraciones de
citocininas (BAP), obtenidas mediante micropropagacién in vitro de tres genotipos de
tomate UPSE 78, UPSE 19 e hibrido Micaela. Para el anélisis de los resultados, se aplico el
disefio completamente aleatorio (DCA) con un arreglo factorial de 3x4 donde se utilizaron
los tres materiales vegetales mencionados, con tres concentraciones de citocininas mas el
testigo, siendo los siguientes tratamientos 0.0 mg/L (testigo), 0.2 mg/L BAP, 0.3 mg/L
BAP y 0.4 mg/L BAP para los genotipos 78, 19 y Micaela. Como resultado con respecto a
la produccion de brotes, se concluye que el material genético Micaela requiere

concentraciones de 0,3 mg/ y 0,4 mg/L para aumentar la produccion de brotes.

Palabras claves: Micropropagacion, in vitro, produccion de brotes, bajas concentraciones.



ABSTRACT

Solanum lycopersicum is a widely consumed and important vegetable in Ecuador,
however, it produces 63,955 tons of tomato. In addition, this crop has a good phenological
responses in the highlands and on the Ecuadorian coast. In Ecuador, the average yield is 20
tons/ha, which is below the average yield of neighboring countries (Yunda, 2020). In the
province of Santa Elena, annual tomato production reaches 1 399 tons (Barreiro, 2015).
Being a vegetable in great demand, previous research by the Biotechnological Research
Center of the UPSE has proposed to multiply the species, performing genetic improvement
and adaptation to the environment in the province of Santa Elena, mass propagation by in
vitro propagation method in an aseptic environment in order to have plants free of diseases,
pathogens, etc. The objective of this research was to evaluate the production of shoots from
meristematic explants grown in low concentrations of cytokinins (BAP), obtained by in
vitro micropropagation of three tomato genotypes UPSE 78, UPSE 19 and hybrid Micaela.
For the analysis of the results, a completely randomized design (CRD) was applied with a
3x4 factorial arrangement where the three plant materials mentioned above were used, with
three cytokinin concentrations plus the control, the following treatments being 0.0 mg/L
(control), 0.2 mg/L BAP, 0.3 mg/L BAP and 0.4 mg/L BAP for genotypes 78, 19 and
Micaela. As a result, with respect to shoot production, it is concluded that the genetic
material Micaela requires concentrations of 0.3 mg/L 0,4 mg/L to increase shoot

production.

Palabras claves: Micropropagation, in vitro, shoots production, low concentrations.
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INTRODUCCION

El tomate Solanum lycopersicum es una hortaliza de gran importancia econémica a nivel
mundial debido al consumo diario ya que estd presente en la mayoria de las actividades
culinarias, tanto asi que al pasar los afios ha tenido un aumento en las areas cultivadas; y en
las zonas de produccion ha incrementado a alrededor de 5 millones de hectareas, para el
2017 ocupo una extension alrededor de 5 030 471 hectareas de tomate en el mundo, con un
rendimiento promedio de 59.4 toneladas por hectareas, siendo el afio con mayor
produccién superando los 180 765 931 millones de toneladas de tomate a nivel mundial
segun los resultados obtenidos por Axayacatl en 2017, datos publicado en FOASTAT
organismo estadistico de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO). El continente asiatico estd ubicado en el primer lugar de area cultivada
de tomate, para el 2016 China dedicé una extensién 999 212 hectareas obteniendo una
produccién de 56 308 914 millones de toneladas (Hortoinfo, 2017). En funcion al nimero
de hectéreas cultivadas, esta la India con un total de 870 000 hectéreas y una produccion de
17.5 millones de toneladas. En el tercer lugar por su alta dedicacién a cultivar tomate esta
Turquia con 300000 hectareas y 11.35 millones de toneladas de produccion (Agriculturers,
2014).

De acuerdo a Jaramillo (2015), el Ecuador tiene una produccion de tomate de mesa que
suma en los productores de la canasta familiar por su mayor demanda del consumidor,
teniendo una produccién de 63 955 toneladas. Sin embargo, Varela (2018) menciona en su
trabajo, que en el Ecuador existe alrededor de 3 000 hectareas cultivadas de tomate
teniendo 2 000 hectéreas bajo invernadero colocandose en el cuarto lugar de hortalizas con
un promedio de 18.4 ton/ha segun el INEC en el 2012. ComUnmente las zonas donde se
realiza la practica de este cultivo son en el Valle del Chota en la provincia de Carchi y los
cantones de Imbabura, Antonio Ante, Ibarra y Pimampiro como menciona Vinueza (2007).
En el Ecuador se obtiene un promedio de 20 ton/ha el cual se encuentra por debajo del
promedio de rendimiento de los paises vecinos (Yunda, 2020).

En el 2013 el INEC (Instituto Nacional de Estadisticas y Censos) mostré la produccién de
la region costa con un valor de 2 749 toneladas, presentando a la provincia de Santa Elena

con la mayor produccion, liderando con 1 399 toneladas con una participacion de 51%,



seguido de Guayas con una produccion de 1 280 toneladas de tomate con una participacion
del 47%, valores decrecientes a los afios anteriores (Barreiro, 2015).

Para incrementar la produccion de acuerdo a la demanda del consumo de tomate, es
necesario multiplicar el material vegetal de buenas caracteristicas agronémicas y sobre
todo de las plantas que estén adaptadas a las condiciones climéticas especificamente de la
zona de Santa Elena, en funcion de aquello se debe de aplicar métodos para la clonacién o
propagacion in vitro para tener las mismas caracteristicas, principalmente de los
meristemos apical para la regeneracion y desarrollo de una planta completa, este fendmeno
tiene el nombre de totipotencia por la capacidad que tiene cualquier célula vegetal en dar
origen a todos los tipos de células diferenciadas de un organismo vegetal (Mendoza, 2016),
en donde la planta llega a madurar si es ubicada en condiciones adecuada para su

regeneracion y multiplicacion celular (Santos y Rodriguez, 2014 ).

Segun Castillo (2010), indica que al referirse cultivo in vitro de material vegetal, consiste
en cultivar plantulas dentro de un frasco de vidrio en ambiente artificial, esta forma de
cultivar las plantas tiene dos propiedades fundamentales: asepsia y control de los factores
que pueden afectar el crecimiento. Amaro (2018), sefiala que Harberlandt en 1902 fue uno
de los primeros en la préctica de cultivo in vitro, técnica que surge como alternativa al
cultivo convencional donde tuvo la posibilidad de desarrollar y mantener células vegetales,
organos en medio artificial de composicion quimica liquido o solido en condiciones
controladas cuya finalidad es obtener un material vegetal resistente y libre de

enfermedades, virus o plagas.

En todos los procesos de micropropagacion, la aclimatacion es la etapa final necesaria
cuando las plantas son propagadas para ser transferidas en contenedores con sustrato y en
un lugar especifico como es en un invernadero donde le permitan adaptarse y desarrollar en
sus nuevas condiciones ambientales con la finalidad de obtener una nueva variedad

sometida a estrés hidrico, luz, temperatura, patdgenos, etc., (Valle et al., 2013).



Problema Cientifico:
¢Cual serd la respuesta morfoldgica de los materiales vegetales Solanum lycopersicum

sometidos a bajas concentraciones de citocininas en cultivo in vitro?

Objetivos

Obijetivo General
Evaluar la produccion de brotes a partir de explantes meristematicos en bajas

concentraciones de citocininas (fitohormonas), obtenidas en micropropagacion in vitro.

Obijetivos Especificos
Analizar las respuestas morfogénicas que generan las bajas concentraciones de citocininas
en la produccion de brotes meristematicos de S. lycopersicum mediante el proceso de

cultivo aséptico.

Determinar la adaptacion de tres diferentes genotipos de tomate S. lycopersicum en las

diferentes concentraciones de citocininas, extraidos a partir de explantes meristematicos.

Evaluar la eficiencia de los materiales vegetales de tomate S. lycopersicum sometida a las

diferentes concentraciones de citocininas.

Hipétesis:
En concentraciones bajas de citocininas en cultivo in vitro de tomate genera menor

respuesta morfoldgica.



CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Generalidades del tomate

Segun Picargon (2012), menciona que los tomates son una especie de familia solanécea, en
el que hay dos tipos de clasificacion de taxondmia segun la aportacion de los autores; en el
afio 1753 introdujo Linneo que se denomina (Solanum lycopersicum L.) y por otro lado en
el afio 1754 Plilip Miller da el nombre de (Lycopersicon esculentum Mill.). Sin importar de
que autor venga la denominacion, en la actualidad ambas se utilizan Lopez (2017). Asi
mismo argumenta que la especie Solanum lycopersicum es originaria de la region Andina,
desde la parte sur de Colombia pasando por Ecuador hasta el norte de Chile. Posiblemente

desde alli se transfirié a Centro América y México, donde se domestico.

1.1.1 Taxonomia
En la tabla 1 se muestra la taxonomia del tomate en consecuencia al nuevo orden.

Tabla 1. Taxonomia del cultivo de tomate

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Sonalanes
Familia Solanaceae
Genero Solanum
Especie Lycopersicum

Fuentes: (Silvestre, 2019), (Molina et. al. 2010).

1.1.2 Caracteristicas botanicas

El cultivo de tomate es una planta que normalmente se lo siembra cada afio, en funcion a
su economia y clima favorable, su viabilidad se extendera durante varios afios. Sin
embargo, esto dependera del area donde se cultive, es de ciclo corto y su cosecha se realiza
al terminar el ciclo, demostrando una rentabilidad muy buena. No resiste a la escarcha o
heladas, es decir, no es un cultivo que sobrevive al frio como manifiesta Gorini (2018). A
menudo, el marco de plantacion mas utilizado en esta variedad es de 1.5 metros entre

lineas y de 0.5 metros entre plantas de acuerdo.

Gorini (2018) manifiesta que es importante y recomienda conocer el area radical que es la

parte no visible de la planta. En el momento que la semilla germina, va a salir una raiz que
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se desarrolla de forma vertical hasta alcanzar una profundidad de 60 cm en el suelo. En el
momento de realizar el trasplante, las roturas de la raiz se reemplazan por varias raices
ramificadas y adventicias que se extiende a una profundidad moderada en el suelo. Sin
embargo, Marin (2017) plantea que las raices adventicias no exceden los 30 cm de

profundidad.

Tallo. Eje grueso de la planta, mide entre 2 a 4 centimetro de ancho y en la parte superior
es delgado, pubescente, anguloso y de color verde. Se forman tallos secundarios del tallo
principal con nuevas hojas y se exhiben grupos florales. Los meristemos apicales se
encuentran en la parte distal, area de inicio de nuevos primordios foliares, asi como
también florares (Martin, 2019).

Hojas. La hoja de esta variedad es pinnada y compuesta, con 7 a 9 foliolos peciolados que
miden de 4 a 60 mm x 3 a 40 mm, bordes serrados y lobulados, alternos, opuestos y de
color verde. Esta cubierta de bellos glandulares y dispuestos en posicion alterna en el tallo
(Monardes, 2009).

Flor. La flor de tomate suele ser perfecta y regular, consta de los sépalos (5 0 mas), pétalos
(5 0 més) de color amarillo dispuestos de forma helicoidal. Poseen seis estambres que se
alternan con los pétalos que conforman los 6rganos reproductivos, el ovario tienen dos o

mas segmentos, se agrupan tipo racimos cimoso entre 4 a 12 flores (Larin et al., 2018).

Fruto. Es una baya bilocular o plurilocular carnosa, subesférica que pueden lograr a pesar
600 g dependiendo la variedad. Esta constituido por el pericarpio, tejido placentario y las
semillas, cuando estd de color verde es porque estan inmaduras, y cuando esta el fruto
maduro son rojos, pero depende de los cultivares, existe una variacion de coloracion en
tomates, pero siempre predominara el rojo por el pigmento carotenoide licopeno (Fornaris,
2007).

1.2 Condiciones edafoclimaticas
Marin (2017), plantea que la temperatura es muy importante para los cultivos, por eso
debemos considerar las condiciones del suelo y el clima, ya que la temperatura éptima del

cultivar oscila entre 20 y 30 °C durante el dia, y por la noche esta entre 10 y 17°C.



La temperatura superior a 30 °C reduce la fructificacion y la fertilizacion de los évulos,
afectan el desarrollo de los frutos, disminuyendo el crecimiento y la biomasa de la planta.
Las plantas de tomate tienen un mejor desarrollo a temperaturas de 18 °C a 24 °C.
Temperaturas diurnas inferiores entre 12 a 15 °C pueden causar problemas en el desarrollo
de la planta. Mientras que en la etapa de ovulacion temperaturas diurnas superior a 30 °C e

inferiores a 12 °C afectan la fecundacion (Diaz, 2007).

Humedad Relativa (HR). En el cultivo de tomate la humedad 6ptima es del 60 al 80%,
favoreciendo un normal desarrollo de la polinizacion y garantiza una buena produccion. El
exceso o déficit conduce a trastornos fisioldgicos y la aparicion de enfermedades. Una HR
superior a 80 % favorece la presencia de enfermedades aéreas, agrietamiento de la fruta y
dificulta la fecundacion, debido a que el polen se moja y se produce abortos florales, y una

HR menor al 60% dificulta la polinizacion (Monardes, 2009).

Luminosidad. Si hay una pequefia luminosidad, hace efecto en los procesos de floracion,
fecundacion y desarrollo vegetativo, la interrelacion de la temperatura diurna, nocturna y
luminosidad es esencial en tiempo criticos del desarrollo vegetativo (Larin et al., 2018).

Altitud. A nivel mundial las areas donde se adapta esta especie son en clima templado,
ubicado entre 1 000 y 2 000 m.s.n.m. Actualmente hay variedades que estan adaptados a
altitudes mas amplios. Para ser comercializados en mercados, su altura esta entre 700 y los

2 000 metros sobre el nivel del mar (Lopez, 2017).

1.3 Plagasy enfermedades del tomate

1.3.1 Plagas

Segun Martinez (2016), las plagas que influyen en el cultivo de tomate se presentan a
temperaturas superiores a 25° C, por presencia de malezas, o en cultivos estrechos y/o
cultivos de tomate cercanos de otras especies, ademas las corrientes de aire pueden atraen

plagas voladoras. Las plagas mas comunes en el cultivo de tomate en el Ecuador son:

Acaros (Tetranychus urticae): Dafio que se manifiesta por un punteado en los bordes de la

hoja y se torna de color marrén hasta secarse.



Barrenador (Agrotis ipsilon): Las inserciones de larva en el tejido interior de la planta, lo
debilitan y se convierten de color amarillo. En la Gltima etapa, el eje se divide por el efecto

del peso de los frutos.

Afidos (Aphididae): La planta se cubre con una sustancia de tinte oscuro que produce un

hongo.

Minador de la hoja (Tuta absoluta): Ataca en la planta por la noche, penetrando en la hoja

y alimentandose del parénquima causando cavidades.

Cogollero del tabaco (Heliothis zea): Son mariposas que atacan a las flores y al cogollo.

Mosca blanca (Trialeurodes vaporariorum): La edad adulta del insecto la desarrolla en la
parte posterior de la hoja, causando un debilitamiento de la planta.

Gusano del fruto (Spodoptera frugiperda): En el estado de larvas se alimenta de las hojas,

luego pasan por el peddnculo hacia el fruto y los penetra para destruir su interior.

Trips (Frankliniella occidentalis): Son responsables de transferir virus como es, el virus
del bronceado (TSWV), y el virus del mosaico del tomate (ToMV).

Acaro del bronceado del tomate (Acaloups lycopersici): Se desarrollan en climas calidos y
baja humedad relativa, inician el dafio en la parte de abajo de la planta; las hojas pueden

Ilegar a tener un aspecto bronceado y secarse.

1.3.2 Enfermedades

Las enfermedades que atacan al cultivo del tomate pueden ser causados por hongos,
bacterias y virus. Usualmente se deben a altas temperaturas (mayor a 25 °C), y a humedad
relativa superior de 80%, la alta densidad de plantas (mayor a 3.7 plantas por metro
cuadrado), persistencia de agua libre en tejidos, uso de materiales o equipo contaminado,
entre otra. Las enfermedades méas importantes causadas por hongos se mencionan a

continuacion (Jaramillo, 2015).



Tizon tardio (Phytophthora infestans): Es la enfermedad mas peligrosa de este cultivo,
ocurre en climas frios y hiumedos. Puede causar la pérdida total de la cosecha, creando
lesiones irregulares, hundidas y de color verdoso, pudiendo atacar a todas las partes de la

planta.

Tizon temprano (Alternaria solani): Esta enfermedad se desarrolla cuando se tienen
periodos de humedad relativa superiores al 70% durante la noche, seguidos de periodos
secos durante el dia. Se presenta con manchas circulares de color negro y café en las hojas,

causan lesiones hundidas y oscuras en la fruta y en el tallo viene a romperse.

Moho gris (Botrytis cinerea): Se presenta en humedades relativas superiores al 90%, en
cultivos avanzados de desarrollo, que reciben poca radiacion solar. Principalmente atacan a
las flores, que se secan y se extienden a través de los frutos y el tallo, donde causan
manchas grises de consistencia aterciopelada.

Fulvia (Cladosporium fulvum): Afecta a las hojas en zonas con humedades superiores al

70%. Causa manchas de color verde en el haz de las hojas, y grises claro en el envés.

Damping off o ahogamiento del tallo (Phytophthora, Pythium, Fusarium y Rhizoctonia
spp.): Ataca a las semillas, a plantulas emergentes, se presenta por alta humedad y drenaje
deficiente del sustrato, por temperaturas del sustrato de 12 a 17 °C, sustratos pesados, baja
ventilacion, pH mayor a 7, sustancia organica en exceso Y alta densidad de plantas. Causa
problemas de germinacion y mortalidad de las plantulas en el semillero.

A este cultivo también atacan enfermedades causadas por bacterias dificiles de controlar lo
que se recomienda eliminar las plantas con sintomas de infeccién bacteriana. Algunas de

estas enfermedades son:

Necrosis de la médula (Pseudomonas corrugata): Se desarrolla con una humedad relativa
de mas del 80% y condensacion en la superficie de la hoja de 18 a 24 °C. Causa clorosis en
hojas jovenes, al aumenta los dafios afecta a toda la mitad superior de la planta que llega a

marchitarse.



Mancha bacteriana: (Xanthomonas camestris): Se desarrolla a temperaturas de 25 °C a una
humedad relativa superior al 80%. Presenta sintomas como puntos oscuros con bordes bien

definidos en las hojas.

Segun Urbina (2009), en este cultivo las enfermedades causadas por los virus también
tienen mucha importancia, ya que causan dafios considerables, su control es dificil y en
poco tiempo puede llegar a perderse toda la plantacion. Estas enfermedades estan en
presencia de vectores (insectos) como mosca blanca, trips y pulgones, cultivos cercanos de
alfalfa, pimiento, pepinos y papas, presencia de malezas y condiciones en general
favorecen la proliferacion de vectores. Los principales virus que se pueden presentar en
cultivos de tomate son, Virus del mosaico del pepino (CMV), Virus de bronceado del
tomate (TSWV), Virus del mosaico del tabaco (TMV), y Virus de las hojas amarillas de
cuchara del tomate (TYLCV).

Segun Velasco et. al. (2012), el control de enfermedades causadas por hongos, bacterias y
virus se lo hace generalmente con compuestos quimicos del tipo preventivo, curativo y/o
sistémico. Para las enfermedades causadas por bacterias y virus, es dificil controlarlos y es

mas comun utilizar métodos preventivos, o eliminar plantas contagiadas.

1.4 Reproduccion de plantas en general

La reproduccién de las plantas, asi como cualquier ser vivo tiene eventos reproductivos
necesarios para su difusién y evolucion que depende de las caracteristicas de cualquier
especie, y esta directamente influenciado por el comportamiento de ellos, y las

caracteristicas ambientales; en su reproduccion existen dos tipos que son, sexual y asexual.

La reproduccion sexual en general es principalmente la unién de dos gametos (femenino y
masculino) con diferentes caracteristicas genéticas, o puede ocurrir desde dos gametos del
mismo individuo, ya sea en plantas dioica 0 monoica, esta categoria tiene dos tipos de
fecundacién, autégama y alégama. Una reproduccién asexual es un mecanismo que se

propaga de materiales vegetativos que no es de la union de dos gametos (Grisales, 2014).



1.4.1 Propagacion vegetativa

Es la produccion de plantas, que comprende procedimientos simples (estacas), es conocido
desde hace mucho tiempo por los campesinos del mundo, hasta en procedimientos
tecnoldgicamente muy avanzados como los cultivo in vitro, asi como, métodos de

multiplicacién no precisa de semillas para obtener una nueva planta (AgroSintesis, 2019).

Los métodos modernos permiten la adquisicion de variedades completamente libres de
agentes patogenos, incluidos los virus, e incluso la produccion de semillas artificiales
mediante la tecnologia de embriogénesis somética y encapsulacion de semillas. Ademaés de
la multiplicacion o propagacion, las técnicas y précticas de multiplicacion de tejidos en
cultivo in vitro, habilitan los procesos modernos de la conservacion de germoplasma,
gracias al mantenimiento de los cultivos de desarrollo lento y la crioconservacion de
tejidos (Yanes et al., 1997).

1.4.2 Tipos de propagacion vegetativa
Los métodos de multiplicacion se clasifican como naturales, producidas asexual (bulbos,
rizomas, tubérculos, estolones, etc.) o artificiales si interviene el hombre (estaca, injerto,

acodo, esqueje y cultivo in vitro) (AgroSintesis, 2019; Gonzalez y Arbo, 2016).

Para la propagacion clonal se utilizan tejidos vegetales que conservan el potencial de la
multiplicacién y diferenciacion celular para producir nuevos tallos y raices a partir de
cumulos celulares en diferentes 6rganos. Este tipo de proliferacion tiene esencialmente tres
tipos, que son: 1) Micropropagacion de tejidos vegetales en cultivoin vitro; 2)
Propagacion a partir de bulbos, rizomas, estolones, tubérculos o segmentos (esquejes) de
las plantas que conserven el potencial de enraizar, y 3) Propagacién por injertos de

segmentos de plantas sobre vastagos receptivas mas resistentes (Yanes et al., 1997).

1.4.3 Micropropagacion de tejidos vegetales en cultivo in vitro

El desarrollo de las técnicas de cultivo de tejidos vegetales, junto con el descubrimiento de
las hormonas de crecimiento y la diferenciacion de las plantas, citoquininas y auxinas,
permitieron el desarrollo de diversas técnicas de cultivo, que estdn orientadas a la
propagacion de las plantas, que ahora estan usando actualmente en muchos laboratorios de

investigacion del mundo y también en empresas comerciales de propagacion.
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Estas técnicas se basan en el hecho de que el tejido vivo de las plantas mantiene el
potencial de formar un organismo completo. Las células que mejor conservan este
potencial son aquellas que diferencian hacia una funcion particular, como las que estan
presentes en las yemas y en otros tejidos primarios de las plantas, por ejemplo; los
segmentos de nodos, los extremos de las raices, el parénquima del tejido de la hoja, las

semillas, el cambium y algunas partes florales.

La técnica de cultivo de tejidos comienza con la obtenciéon de segmentos de plantas en
crecimiento que se esterilizan y se cultivan en soluciones nutricionales especiales, a
menudo gelificadas. Cualquier combinacion de hormonas de crecimiento se integra en
estos medios para obtener la proliferacion celular en el segmento, de esta proliferacion
puede causar raices directa y tallos que provienen de uno o mas plantas nuevas completas.
También es posible aumentar la propagacion de células germinales del explante para
formar un conjunto de tejido poco diferenciado (callo) o una estructura peculiar sin las
paredes celulares (protoplasto), se emplean en diferentes métodos de propagacion (Yanes
etal., 1997).

Establecimento de
explantes Multiplicacien

Figura 1. Del explante (a) se obtiene yemas (b) que se desarrollan formando tallo
adventicios d, €). Estos tallos se pueden aislarse para alcanzar su diferenciacion y luego
trasplantarse a recipientes con suelo (f-j).
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1.4.4 Propagacion a partir de estolones, rizomas, bulbos, tubérculos o segmentos
(esquejes) de la especie que conserven el potencial de enraizar

Varios tipos de plantas vasculares, en su mayoria especies cultivadas, no producen

semillas, incluso si tienen flores, su multiplicacion o propagacion vegetativa no incluye la

fusion de las células germinativas. Esta forma de propagacion también se presenta en

plantas que normalmente generan semillas, y se considera solo como una reproduccion

asexual cuando reemplazan en gran parte a la reproduccion sexual.

Es un proceso que incluye el enraizamiento y la separacion de una parte del lado original
de la planta cuando mueren los tejidos vegetales. De esta manera, las células, tejidos u
Organos que se separan, se desarrollan directamente en nuevos individuos. Las zonas de
abscision pueden ser exactamente como sucede en la separacion de los bulbillos, o la
fragmentacion de una planta debido al deterioro y la muerte del individuo parental o bien
de los tejidos de vinculacion, al igual que con los brotes de las raices. Las estructuras de
propagacion vegetativa funcionan también como drganos de resistencia y de
almacenamiento en temporadas adversas, a veces almacenadas por mucho tiempo (Yanes
etal., 1997).

1.4.5 Propagacion por injertos de segmentos de plantas sobre vastagos receptivas mas
resistentes

La técnica de injerto es tomar una pieza de una planta, generalmente lefiosa, e introduce al
vastago o la rama de otra planta del mismo tipo o especie muy cercana, de modo que la
continuidad establezca en las cadenas estructurales de savia bruta y savia elaborada, esta
entre el tallo receptor y el tronco injertado (Figura 2). De esta manera, el tronco injertado
junto con la cepa del receptor forma un tejido curativo y esta perfectamente integrado en el
crecimiento para reiniciar la produccion de ramas, hojas y hasta 6rganos reproductivos.
Esta técnica es muy antigua y es practicado por los s chinos desde tiempos remotos. Tiene
grandes ventajas, especialmente para el cultivo de arboles frutales y ornamentales, ya que
permite utilizar como base de injerto de plantas establecidas, que son resistentes a las
condiciones adversos y enfermedades, que utiliza como destinatarios de injertos de plantas

productivas y con frutos de calidad y méas produccion (Yanes et al., 1997).
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c ] :
Figura 2. Hay varias técnicas de injerto que permiten la union de segmentos de dos

individuos diferentes: a) injerto de una rama sobre una incision lateral de un tallo, b)
insercion de un brote en la corteza de un tallo, ¢) injerto de un vastago sobre otro.

1.4.6 Micropropagacion de plantas in vitro

Castillo (2004), plantea que la reproduccion de la propagacion de especies obtenidas in
vitro son las partes vegetativas de plantas dentro de un recipiente de vidrio en ambiente
artificial. Este tipo de crecimiento de plantas tiene dos caracteristicas basicas: la asepsia y
el control de los factores que afectan el crecimiento. En los ultimos afios, el estudio
detallado de las plantas puede ser posible tanto en nivel celular como molecular, asi como
en las condiciones de laboratorio para reproducir todos los factores que influyen en el

crecimiento y desarrollo de la especie vegetal.

Gonzalez y Arbo (2016), plantean que la micropropagacion es una de las aplicaciones méas
comunes del cultivo in vitro, se usan células o pieza de tejidos (explante) de una planta
madre, gracias a su totipotencialidad de la célula se obtendran plantas genéticamente

idénticas Ilamadas clones.

El explante que méas se usa para los procesos de propagacion in vitro son las yemas de las
plantas. Los recipientes de vidrio que contienen las plantas son ubicados en repisas con luz
artificial en la camara de crecimiento, donde la temperatura se regula entre los valores de

21 a 23 °C, ademas de tener el control de la cantidad de horas de luz. Por otro lado, el
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medio de cultivo consiste en una mezcla de sales minerales, vitaminas reguladoras de
crecimiento, azlcar, agua y agar. Cada composicién del medio de cultivo dependera de las

especies vegetales y de la etapa del proceso de propagacion (Castillo, 2004).

Como parte de la propagacion o reproduccion de plantas obtenidas in vitro existen varios
factores que afectan al desarrollo, dentro de los factores no bioldgicos que influyen en el
ambiente quimico esta, el pH y la composicion del medio de cultivo, y como parte del
ambiente fisico esta, la luz, fotoperiodo, temperatura y humedad. Las fases de método de la
propagacion son, Fase 0: Seleccionar la planta madre y prepararla, Fase 1: Desinfeccion de
las yemas vegetativa y/o desinfeccion del material genético, Fase 2: Insercion del material
vegetal seleccionado in vitro, Fase 3: Multiplicacion de brotes, Fase 4: Enraizamiento, y

Fase 5: Aclimatacion.

1.4.7 Protocolos de propagacion de tomate in vitro
En la tabla 2 tenemos los medios de cultivos que podemos utilizar para la propagacion de

plantas obtenida in vitro con sus diferentes concentraciones (Ramirez et al., 2009).

Tabla 2. Composicion de los medios de cultivos utilizados en las diferentes etapas de la

regeneracion de tomate
nil nEZ 3
(Marvdez-Vizqouez, 18991} (Fillatti, er &l 1987 (ltzen, er @l., 19935)

Gernmpacion de semillas

1.2 mitad de laz sales 23
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1.4.8 Técnicas para la propagacion de tejidos en laboratorios

La bibliografia cientifica moderna cuenta con un sin numero trabajos que detallan las
técnicas de cultivo de tejidos y 6rganos vegetales en medios complejos y bien formulados,
colocados en condiciones ambientales altamente controladas. Esto no sucede con las
técnicas simples de micropropagacion que rara vez se describen en los libros disponibles.
Tan pronto como se ha demostrado que una especie de plantas puede ser micropropagado
con éxito, los métodos de micropropagacion se simplifican y son accesibles para las

instalaciones sencillas responsable de la propagacion de plantas.

Son cuatro métodos diferentes para la multiplicacion de plantas in vitro, procesos méas
utilizados en los laboratorios de micropropagacion: 1) Activacion de la ramificacion
axilar, 2) Segmentos de nodos, 3) Tallos adventicios 4) Embriogénesis somaticas. Las
técnicas que tienen mejores resultados varian dependiendo del propésito por el cual se

propagan y de las especies vegetales (Yanes et al., 1997).

1) Activacién de la ramificacion axilar: Tal vez sea el procedimiento mas utilizado, se
emplean meristemos terminales como axilares del vastago para establecer los cultivos
(Figura 3A), incluyendo la manipulacion del cultivo por cambios en su entorno quimico
(hormonas) y en el fragmento que se cultiva, el dominio apical se suprime y es inducida la
rama axilar. Los subsecuentes cultivos generados a partir de los fragmentos permiten a los
explantes de multiplicacion alcanzar el nimero deseado de tallos. Sin embargo, aunque la
multiplicacion inicial es lenta, varios subcultivos se incrementan rdpidamente. Los
vastagos de corte seleccionados del cultivo pueden enraizar in vitro o directamente en el

suelo.

2) Segmentos de nodos: La técnica de los segmentos del nodo tiene como ventaja de que
produce una baja variacion genética en las muestras, debido que en ningin momento se
forma tejido calloso (Figura 3B). Empieza mediante segmentos de vastago con su
correspondiente yema axilar. En el cultivo las yemas crecen donde se extienden
produciendo nuevos segmentos nodales. En un determinado punto en el tiempo, los
segmentos generados de nodos pueden ser llevado a la vitro o en el suelo para dar origen
raices y tallos, cambiando la composicion hormonal del medio. Muchas plantas no se

pueden practicar con éxito.
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3) Tallos adventicios: Pueden ser inducidos a partir de callos creados por explantes de
ramas u hojas y continuar cultivando hasta tener un gran numero de callos (Figura 3C), con
tan solo cambiar el entorno hormonal en el que se desarrolla el callo original o los
fragmentos posteriores. Los vastagos extraidos pueden enraizar en el suelo o in vitro. De
todos los métodos de micropropagacion éste es el que produce mas variabilidad genética,
ya que se usa un estadio calloso intermediario, el cual no se recomienda para la
propagacion de plantas donde la integridad genética es de mucha importancia. Al formarse
el callo, se produce una desdiferenciacion completa del tejido vegetal, que a menudo
conduce cambios genéticos, lo que induce la variabilidad de la informacién genética entre

las células del callo.

4) Embriogénesis somatica: Los embriones somaticos o asexuales pueden originarse
desde un proceso de diferenciacion indirecta o directa a partir de células, 6rganos o estados
de callos intermedios de una planta (Figura 3D). Muchos embriones somaticos proliferan y
producen embriones secundarios desde meristemos somaticos, como yemas axilares, partes
de las flores o las semillas. Los embriones adquieren un comportamiento y morfologia que
se asemejan a los embriones naturales de origen sexual (plantas), que pueden germinar en
el suelo. Esta técnica puede convertirse en la forma de proliferacion mas eficiente porque,
tedricamente, se obtendrian millones de plantas a partir desde una pequefia cantidad de

material (tejido) en cultivo (Yanes et al., 1997).
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Figura 3. Tipos de propagacion por cultivo de tejidos: A) activacion de la ramificacion
axilar, B) segmentos de nodos, C) tallos adventicios y D) embriogénesis somatica
1.5 Biotecnologia Vegetal

La biotecnologia vegetal como tal es un conjunto de técnicas que permite la transferencia
selectiva de un gen o también de unos pocos genes deseables de un patrén a otro con una
mayor precision en un ambiente controlado y aséptico, permitiendo que los mejoradores
desarrollen con variedades de caracter especifico deseables y sin incluir aquellos que la

perjudican.

La biotecnologia vegetal consiste en la modificacion de diversas caracteristicas genéticas
de algunas plantas con la finalidad de incrementar su poblacion, mejorado ciertas
caracteristicas que poseen como defensa propia de la planta de enfermedades, insectos e
incluso de malas hierbas, de tal manera estas mejoras en la planta contribuyen para una
abundante produccion y saludables alimentos, pensando en las futuras generaciones de una

poblacion en crecimiento (Cubero, 2000).

1.6  Fitohormona u hormona de crecimiento

Las fitohormonas son compuestos que se producen internamente en la planta, que ejerce su
funcién en muy bajas concentraciones y cuyo efecto principal se produce a nivel celular,
que cambia los patrones de los crecimientos vegetativos que permiten su control. Los
reguladores vegetales son compuestos sintetizados quimicamente u obtenidos de otros
organismos y son mucho mas potentes que los analogos naturales. Es necesario tener en
cuenta aspectos criticos como en el momento de aplicacion, dosis, sensibilidad de la
variedad, condiciones de la planta, etc., ya que cada planta requiere condiciones especificas
de crecimiento que pueden verse influenciadas por la concentracion de hormonas en el
medio (Alcantara et al., 2019).

Las hormonas vegetales son un grupo de compuestos organicos naturales que desempefian
un papel importante en la regulacion del crecimiento de las plantas en una amplia gama de
procesos de desarrollo, se reconocen 5 grupos de hormonas principales o clasicas, y se
dividen en estimuladoras e inhibidoras de crecimiento, entre ellas estan; auxinas,
giberelinas y citocininas, etileno y acido abscisico entre los estudios revisados por
(Alcantara et al., 2019; Redagricola, 2017).
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Las hormonas vegetales no tienen efectos especificos, de modo que una misma
fitohormona actla sobre muchos procesos, de la misma forma que sobre un proceso
especificos pueden actuar varias fitohormonas. Es decir, una misma hormona tiene
diferentes efectos segun el momento y el 6rgano en el cual actia como los efectos de las

distintas fitohormonas se sobreponen (Redagricola, 2017).

1.6.1 Citocininas

Son fitohormonas especificas derivadas de la adenina, que tuvieron su primera aparicion
entre los afios 1940 y 1950, cuando Caplin y Steward (1948) empezaron a estudiar el
efecto que podia tener el extracto de levadura y el jugo de tomate en el crecimiento vegetal
(Alcantara et al., 2019).

Las citocininas tienen la capacidad de estimular e inducir una alta proliferacion y division
celular, permitiendo estimular el desarrollo fotomorfogénico vegetal en el aumento y
generacion de la produccién de brotes a nivel vegetal (Yong et al., 2009). Su efecto en el
sistema vegetal suele ir acompafiado casi siempre de la fitohormona auxina debido a su alta
complementariedad en la estimulacion del crecimiento y desarrollo vegetal, una relacion de
una concentracion similar auxina-citoquininas induce a la proliferacion de células no

diferenciadas (callos vegetales o meristemos) (Alcantara et al., 2019).

1.6.2 Kinetina

La kinetina (6-furfuril-aminopurina) es una fitohormona de citocinina de tipo adenina
utilizada para medios de cultivo de plantas en los medios Murashige y Skoog en
combinacién con las auxinas, se lo utiliza para inducir la formacién de callos y la

regeneracion de tejidos a partir de explantes o callos vegetales (Sakakibara, 2006).

Cruz et al., (2010), indica que la kinetina es una hormona reguladora de crecimiento
utilizada en cultivos de tejido vegetal, son compuestos responsables de la expresion
geneética; como en el crecimiento y desarrollo de los tejidos vegetales, son caracterizadas

por influenciar en respuestas morfogénicas de manera pleiotrépica.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Caracterizacion del area de estudio

El trabajo de investigacion se realiz6 en el Centro de Investigaciones Biotecnologicas
(CEB) en el Laboratorio de Mejoramiento y Micropropagacion Vegetal de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad Peninsula de Santa Elena (UPSE) sus coordenadas
geogréficas son, Latitud -2.232380, Longitud -80.874934. La UPSE est4 ubicada en la
calle principal via La Libertad — Santa Elena, a 10 msnm, aproximadamente.

ACIONES

ICAS

Figura 5. Vista frontal del Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas.

En la provincia de Santa Elena de acuerdo a su climatologia, se presenta con dos estaciones
marcando la época lluviosa en los meses de noviembre a abril, con precipitaciones

aproximadas de 7.97 mm/afio, con una temperatura maxima de 28 °C, y la época seca va de
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mayo a octubre, meses secos que se presentan acompafiados de la corriente fria de
Humboldt, con una humedad relativa en promedio de 80% y una temperatura minima de
15 °C. En general presenta una temperatura ambiental de 24.5 °C, y una velocidad del
viento de 3.6 km/h (WeatherSpark, 2021).

2.2 Material genético

2.2.1 Lineas promisorias de tomate tolerantes al estrés hidrico UPSE 78 y UPSE 19

Las nuevas lineas promisorias de tomate fueron desarrolladas durante el periodo 2013-
2019 sometidas al estrés hidrico, provienen de los hibridos Daniela y Acerado que lograron
germinar en altas concentraciones de agua de mar; con el Pedigri: CIAP-UPSE-T-
DANIELA+ H20 MAR-S-1-78M y CIAP-UPSE-T-ACERADO+ H20 MAR-S-I-19M y
experimentalmente fueron Denominadas UPSE-78 y UPSE-19 respectivamente como
detalla en la tabla 3 y tabla 4.

Tabla 3. Descripcion agronomica de la linea UPSE 78

Caracteristicas Datos
Dias de floracion 40 dias DDT
Altura de planta 1.14-1-35 m
Numero de racimos florales 5a7
NUmero de frutos por racimo 5a8
Peso promedio del 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

plagas que afectan al cultivo Moderada

Tabla 4. Descripcion agronomica de la linea UPSE 19

Caracteristicas Datos
Dias de floracion 45 dias DDT
Altura de planta 1.38-1.45m
Numero de racimos florales 4ab6
Numero de frutos por racimo 3ab
Peso promedio del 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

plagas que afectan al cultivo Moderada

20



2.2.2 Hibrido Micaela Ha 1903

El hibrido Micaela es una planta con follaje de buena ventilacion y un crecimiento
indeterminado, tal asi que también se adapta en el clima frio, se puede cultivar en la Sierra
como en la Costa ya que es una variedad muy reproductiva con una fruta grande, alta
dureza con una extensa vida como manifiesta Rivera (2010). En la tabla 5 se detallan las

caracteristicas.

Tabla 5. Descripcion agronomica del Hibrido Micaela

Caracteristicas Datos
NUmero de racimos florales 8al0
Numero de frutos por racimo 5a8
Peso promedio del fruto 190 -250g
Rendimiento (Ton/ha) 200 a 220
Estrés hidrico Tolerante
Resistencia a Prodiplosis longifila y
otras plagas que afectan al cultivo Moderada
2.3 Materiales, equipos e insumos
> Materiales

Papel aluminio Cinta aislante blanca

Papel filtro Plastico stretch film

Papel toalla Plastico adherente

Frascos de vidrio Pinza bayoneta de Jansen

Agitador magnético Mechero con alcohol

Cajas Petri Espatula mango de madera

Hoja de Bisturi N°3 Gasa

Mango de bisturi N°3 Probetas 250 mL, 50 mL

Vasos de precipitacion 250 mL,  Matraz Erlenmeyer 260 mL, 500

100 mL, 50 mL mL, 1000 mL

Puntas de pipeta cito test de 10pl

a 1000ul

> Equipos

Estufa Micropipeta de 10ul a 1000pl

Autoclave Estereoscopio

Céamara de crecimiento Peachimetro digital

Cémara de flujo laminar Balanza analitica

Agitador magnético con Medidor de Temperatura y

calefactora Humedad Relativa
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> Insumos de laboratorio

Alcohol Hormona citocinina (kinetina)
Sacarosa Hipoclorito de sodio (NaClO)
Agua destilada (AD) Vitamina inositol

Agar bacterioldgico Vitamina tiamina HCL

Sales de Macro y

Micronutrientes MS Antibidticos: Fluconazol y
Jabon liquido Gentamicina (160 mg)

2.4 Tratamientos y Delineamento experimental

La presente investigacion se establecié de 3 materiales genéticos (UPSE 19, UPSE 78 e
Hibrido Micaela HA 1903) y 3 tipos de concentraciones de citocininas y uno sin la
fitohormona que fue el testigo absoluto como detalla en la tabla 6 y en la tabla 7 detalla los

tratamientos.

Tabla 6. Detalle de materiales genéticos y concentraciones de hormonas

Material Vegetal Concentraciones Citocinina
UPSE-78 Medio 1: MCL1 (0.0 mg/I citocinina)
UPSE-19 Medio 2: MC2 (0.2 mg/I citocinina)

Micaela Medio 3: MC3 (0.3 mg/I citocinina)

Medio 4: MC4 (0.4 mg/I citocinina)

Tabla 7. Namero de tratamientos
T1: UPSE78 MC1 | T4: UPSE78 MC4 | T7: UPSE19 MC3 | T10: Micaela MC2
T2: UPSE78 MC2 | T5: UPSE19 MC1 | T8: UPSE19 MC4 | T11: Micaela MC3
T3: UPSE78 MC3 | T6: UPSE19 MC2 | T9: Micaela MC1 | T12: Micaela MC4

Los resultados obtenidos fueron sometidos a andlisis de varianza, por el programa
estadistico InfoStat. Cuando los resultados fueron significativos, se realizé un test de
Duncan para comparacion de medias con un nivel de significancia p<0.05. En la tabla 8 se

detalla el Anélisis de la varianza.
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Tabla 8. ANDEVA

Fuente de Variacion Grados de libertad
Tratamientos (t-1) 11
Replicas (r-1) 2
Factor A (a—1) 2
Factor B (b - 1) 3
Int. A*B 6
Error Experimental (t -1)*(r-1) 22
Total 35

Elaborado por: Edwin Alejandro T.

Los tratamientos estuvieron dispuestos bajo el Disefio Completamente al Azar (DCA) con
arreglo factorial de 3x4, el cual se consideré tres tipos de materiales vegetales y cuatro
tipos de concentraciones con tres repeticiones en donde cada repeticion se incluyd el

testigo absoluto, con un total de 36 unidades experimentales.

Conversion logaritmica y raiz cuadrada

Se hizo una conversion logaritmica a los datos del experimento debido a que presentaba
mucha variacion entre ellos al momento de tabular, incrementando el Coeficiente de
Variacion, aplicando la formula Log (x-1) para tener un buen analisis en los resultados

finales, cuales fueron transformados a logaritmo y a raiz cuadrada (Raiz (x*100+0.5)).

2.4.1 Delineamiento experimental

a. Disefio experimental DCA con arreglo factorial 3 x 2
b. Tratamiento 12
c. Repeticiones 3
d. Total de unidades experimentales 36
e. Nimero de semillas por unidad experimental 5
f. NUmero de frascos por tratamiento 9
g. Total de semillas por tratamiento 12
h. Total de semillas del experimento 36

2.5 Manejo del experimento

2.5.1 Protocolo de desinfeccion
La esterilizacion de la cdmara de flujo laminar consiste en encender la luz ultravioleta por

24 horas para eliminar cualquier patdgeno, previo al uso de la camara. Es recomendable
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desinfectar la cAmara de crecimiento, ya que es el lugar donde se manipulan las plantulas y
explantes propagados para su desarrollo durante el tiempo de estudio. Se recomienda
limpiar y desinfecta todos los equipos e instrumentos antes de ser usados tales como, la
balanza analitica, agitadores magnéticos, calefactora, pinzas, etc. para evitar contaminacion

en los procesos de micropropagacion.

2.5.2 Lavado de los materiales de laboratorio

Para la estilizacion de los materiales utilizados en la micropropagacion de tomate, consistio
en el lavado con desinfectante, posteriormente se desinfecto con una solucién de cloro al
30% sumergido durante 30 minutos, y tres enjuagues consecutivos con agua pura por 15
minutos. Una vez de a ver realizado el lavado, se rocio con alcohol todos los materiales
donde se cubri6 con papel aluminio, en el caso de la vidrieria se ubica los recipientes boca
abajo rociando completamente con alcohol y antes de ser cubierta la parte superior del
recipiente con papel aluminio se le rosea el interior del frasco, para su almacenamiento.
Luego los materiales antes de ser utilizados son esterilizados en la estufa. La temperatura

de esterilizacion en la estufa fue de 128 °C por un tiempo aproximado de 2 horas.

2.5.3 Preparacion de medio Murashige & Skoog (MS)
El medio Murashige & Skoog (1962) es el més utilizado en el cultivo de tejidos vegetales.
Para la preparacion de medio de cultivo MS, se elaboré previamente la solucién madre de

vitaminas (tabla 9).

Tabla 9. Concentracién de vitaminas en medio de Murashige & Skoog
Nombre Formula quimica Concentracion en mg/1
Inositol CsH1206 100.00
Tiamina— HClI ~ C12H17N4OS* 0.01

Para que los explantes de tomate Solanum lycopersicum tengan un buen desarrollo,
requiere de sales nutricionales Macro y micronutrientes que contiene el medio Murashige

& Skoog como detalla la tabla 10.

Tabla 10. Composicion de sales del medio Murashige & Skoog (MS)

Componentes Concentraciéon (mg/L)
Nitrato de amonio 1650
Acido Bérico 6.2
Anhidrido clorhidrico de calcio 332.2
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Clorato cobaltico. 6H20 0.025

Sulfato cuprico. 5H20 0.025
Na-EDTA 3726
Sulfato ferroso. 7H20 27.8
Sulfato de magnesio 180.7
Sulfato de manganeso. H>.O 16.9
Acido molibdeno (sales sodio) 2 0.25
H20

Yoduro de potasio 0.83
Nitrato de potasio 1900.0
Fosfato monobaésico de potasio 170
Sulfato de zinc. 7H20 8.6
Gramos de polvo 1L 4.3

Para la elaboracion de un litro de medio Murashige & Skoog, se considero las sales de
macro y micronutrientes, vitaminas, sacarosa y agar, en concentraciones como indica la
tabla 11.

Tabla 11. Materiales para preparar 1 L de medio Murashige & Skoog

Contenido Concentracion
Sales de macro y micronutrientes 5¢g/L
Agar 79/l
Sacarosa 30 g/L
Vitamina B5 (Solucion madre) 10 mL/L

2.5.4 Metodologia para la preparacion del medio de cultivo MS

Para la elaboracion del medio de cultivo se considerd en medir el volumen total (1 000
mL) de agua destilada con una probeta esterilizada, se vertio el 50% (500 mL) del agua
destilada en un vaso de precipitacion para la incorporacion de los insumos; el 50% restante

de agua se afiadié al término de la preparacion del medio.

Las vitaminas se agregan con una micropipeta, posteriormente la sacarosa y sales, donde
cada ingrediente con un agitador magnético se disuelve por separado. Tan pronto como se
revuelvan los componentes mencionados anteriormente, se mide el pH del medio, que debe
estar entre 5.6 a 5.8. En caso de tener el medio &cido, anexar hidréxido de sodio; si el
medio esta alcalino se debe afiadir acido clorhidrico, dichos componentes regulan la acidez
y alcalinidad respectivamente en la solucion. Luego de medir el pH, se coloca el agar en el
matraz Erlenmeyer, posteriormente el 50% de agua restante, finalmente el medio se
calienta durante 15 minutos dejando el agitador magnético en el matraz para una mejor

disolucion.
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El medio de cultivo MS se coloca en el autoclave para la esterilizacién a una temperatura
de 121 °C a 15 PSI de presion, aproximadamente por 45 minutos como menciona Tortora
et al. (2007). En frascos de vidrio, se vertieron 25 mL del medio de cultivo MS, que se
cubrieron adecuadamente con papel aluminio, el medio se solidifica posteriormente y se

procede a etiquetar para almacenar en condiciones estériles.

2.5.5 Desinfeccion de semillas

Para obtener explantes de tomate, se procedera a germinar semillas en cajas Petri. Las
semillas se lavan con desinfectante liquido para eliminar la testa, posteriormente se
realizaron varios enjuagues con agua esterilizada para eliminar residuos del desinfectante,
se coloca las semillas en bolsas de gaza estéril, y con ayuda de las pinzas sumerge en una
solucion de Hipoclorito de sodio (NaClO) al 5% durante 20 minutos, luego se realizan tres

enjuagues consecutivos de 5 minutos en agua destilada.

2.5.6 Pre germinacion de semillas

Una vez desinfectada las semillas, se coloco 15 semillas en cada caja Petri cuya base era de
papel filtro esterilizado que fue humedecido con 10 ml de agua destilada, posteriormente se
sellé con parafilm cada caja petri, etiquetando las cajas por tratamientos, cubriendo los
tratamientos con papel aluminio, procediendo a colocar en las camaras de crecimiento

manteniendo 72 horas de oscuridad.

2.5.7 Preparacion del medio de cultivo para semillas germinadas (MS1)

Para la preparacion del medio de cultivo se utilizaron varios componentes, para que las

semillas germinadas normalmente sigan desarrollandose, las medidas para la elaboracion

en un litro de agua con medio de Murashinge & Skoog (MS) se detalla en la tabla 12.
Tabla 12. Componentes del Medio de cultivo (MS1)

Agar 7g/L

Sales MS 59/L
Sacarosa 30 g/L
Vitaminas B5* (10 mL)
Inositol (100 mg/L)
TH-CI (2 mg/L)

*Solucién madre
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En un matraz Erlenmeyer se agregaron 500 mL de agua destilada estéril, posteriormente
agregar las sales, sacarosa y vitaminas, se usé un agitador magnético para homogenizar la
disolucidn, el pH debe estar en un rango de 5.6 a 5.8; en el caso de que la solucion esté con
pH &cido se aplica hidroxido de sodio, cuando la solucion es alcalina se regula con acido
clorhidrico. A continuacion, se agregé el agar y posteriormente los 500 mL restantes de
agua destilada, luego se ubicé el matraz en un termo agitador por 15 minutos hasta
alcanzar un tono amarillo traslucido, retirarlo antes de llegar al punto de ebullicion. Y se
traslada el medio de cultivo al autoclave, para esterilizarlo a una temperatura de 120 °C a
15 PSI, por 45 min, finalmente se distribuye 15 mL de medio de cultivo MS en los frascos

de vidrio y posteriormente fueron etiquetados.

2.5.8 Siembra de semillas pregerminadas

Después que las semillas hayan tenido 72 horas de oscuridad y desarrollaran la radicula en
las cajas Petri, se procede a la siembra en el medio de cultivo. La camara de flujo laminar
debid estar completamente limpia antes de colocar los materiales esterilizados en dicha
camara, para ello se limpié con alcohol, y se procedié a colocar las pinzas, papel filtro,
plastico transparente adherente, mechero con alcohol, vaso de precipitacion con alcohol al
70%, cinta aislante, esfero y frascos de vidrio, todas estériles y desinfectadas. Se sembro
las semillas pregerminadas con ayuda de pinzas previamente flameadas, las semillas se
alojan en el medio MS, luego se cubre la entrada con papel aluminio, posteriormente se
sella con plastico adherente para prevenir futuras contaminaciones. Se almacenan los
frascos en la cdmara de crecimiento, manteniendo una temperatura de 22 a 27 °C con

fotoperiodos de 8 horas de oscuridad y 16 horas de luz.

2.5.9 Preparacion de medio para siembra de explantes (MS2)

El segundo medio de cultivo MS2 para los explantes, se preparo usando varios insumos
para que los brotes desarrollen sin dificultad, se aplicé fitohormona citocinina. Para la
preparacion de un litro de medio MS, se utilizan las proporciones detalladas en la tabla 13,

teniendo en cuenta que el pH debe mantenerse entre 5.6 a 5.8.
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Tabla 13. Materiales de medio de cultivo Murashige & Skoog con hormona (MS2)

Agar 6 g/L

Sales MS 2.5 g/L
Sacarosa 30 g/L
Vitaminas B5* (10 mL)
Inositol (100 mg/L)
TH-CI (1 mg/L)

Fitohormonas
Citocinina (BAP) 0.20 mg/L
*Solucién madre

Para su preparacion, se realiz6 el mismo procedimiento que en el primer medio de cultivo
(MS1) con una diferencia que despues de colocar las vitaminas se afiadié las dosis de

concentraciones de fitohormonas BAP.

2.5.10 Siembra de meristemos apicales

Transcurridos 15 dias después de la siembra se comenzd a elegir explantes de los
materiales genéticos para que se desarrollen en el medio de cultivo MS2, para realizar la
extraccion de meristemos apicales primero se debe de llevar los materiales necesarios a la
camara de flujo laminar para realizar la obtencion de explantes; entre los materiales
requeridos son pinzas, papel filtro estéril, mechero con alcohol, recipiente con alcohol,

plastico adherente, cinta aislante, frascos de vidrio y las plantulas propiamente dichas.

Una vez dentro de la cdmara de flujo laminar previamente desinfectada, se procedié a
cortar los hipocétilo y los cotiledones para tener un buen manejo al momento de sembrar,
con ayuda de las pinzas se extrajo explantes de aproximadamente un centimetro, luego se
procedio a sembrar 5 explantes por cada frasco en cada medio de cultivo Murashige Skoog
con fitohormona citocininas en funcion de las concentraciones de los tratamientos,
posteriormente se sellé herméticamente los frascos de vidrio con papel aluminio y plastico
adherente, finalmente se etiquetd cada tratamiento con su respectiva homenclatura, este

proceso se hizo por cada material genético por separado.

2.6 Parametros evaluados

Porcentaje de germinacién: Se determind a los 4 dias después de la desinfeccion y

ponerlas en dias de oscuridad utilizando agua destilada 10 mL en caja Petri, mediante la
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identificacion de hipocétilo con ayuda del estereoscopio con un total de 60 unidades por
material.
Total de semillas germinadas

0 L 100
fogerminacion Total de semillas *

Numero de brotes: Se consideré el periodo de 26 dias posterior a la siembra de los

explantes en el medio MS2.

Longitud de brotes: Para la longitud de los brotes se considerd evaluar periodicamente
mediante evaluacion a los 6, 13, 19 y 26 dias, haciendo un registro de la altura durante el

periodo de establecimiento.

Numero de hojas: Para la evaluacion del nimero de hojas en los brotes, se consideré a los
26 dias, periodo de crecimiento transcurrido de los brotes.

Total de # de hojas
Total de explantes

Promde # de hojas =

Porcentaje de oxidacién: Tomando referencia los dias establecidos de la longitud de
brotes, se determiné la evaluacion mediante la observacion a partir de los 13, 19 y 26 dias
transcurrido del experimento.

) ) N° explantes oxidados
% oxidacion = * 100
Total de explantes
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Porcentaje de germinacion
De acuerdo a la variable para determinar el porcentaje germinacion se consideré en realizar

una pre germinacion de los materiales vegetales en estudio (tabla 14).

Tabla 14. Porcentaje de germinacién de cada material genético S. lycopersicum durante 4
dias en oscuridad.

Genotipos | Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
UPSE78 | 13% 53% 85% 100%
UPSE 19 8% 43% 78% 98%
MICAELA 16% 58% 88% 100%

Como se evidencia en la tabla 14, al realizar este método de emergencia, se obtuvo una
presencia minima de hipocétilo en las semillas a las 24 horas de ser sometida a horas de
oscuridad con los 10 mL de AD, siendo el Hibrido Micaela (testigo) con un 16% de
germinacion en el primer dia, seguido UPSE 78 con un 13%, de emergencia, mientras que
UPSE-19 obtuvo un 8% de germinacion siendo el material genético con menor porcentaje
de germinacion; finalmente al cuarto dia los materiales UPSE 78 e Hibrido Micaela
(testigo) lograron el 100% en su totalidad en comparacion al material UPSE 19 que obtuvo
un 98% de germinacién. La pre germinacién tuvo una buena respuesta morfoldgica a
debido a la ausencia de luz de acuerdo con el trabajo de Tomal4 (2015) mostrando que la
ausencia de luz favorece el desarrollo radicular y del hipocotilo donde presenté un alto

desarrollo.

—e—UPSE 78 UPSE 19 —e—=MICAELA
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Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4
Dias de evaluacion
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Figura 6. Porcentaje de germinacion de semillas S. lycopersicum en caja Petri con 10 mL
de agua destilada evaluado a los 4 dias.
De acuerdo a los resultados, se plantea que los tres genotipos de tomates obtuvieron buena

respuesta de germinacion mediante el método de la pre-germinacién, dos de los tres
materiales presentaron mayor porcentaje UPSE 78 al 100% y Micaela 100% con un
maximo porcentaje de germinacion, mientras que UPSE 19 con una minima diferencia con
un valor del 98% de germinacion durante el periodo de evaluacion. Algo similar ocurrié en
el estudio realizado por Albores en 2010 donde plantea que en el testigo fue el mejor que le
resulto en la germinacion de S. lycopersicum seguido del segundo tratamiento y luego el
primer tratamiento. Sin embargo, en el presente estudio se obtiene una pequefia diferencia
en los resultados al 4 dia, donde el tratamiento 2 (UPSE 78) y el tratamiento 1 (testigo) se

destacaron muy bien como se evidencia en la figura 6.

3.2 NUmero de brotes
Con respecto a la evaluacion del numero de brotes, se determind el dltimo dia de

evaluacion que corresponde a los 26 dias, como detalla en la figura 7.

m UPSE 78 UPSE 19 = MICAELA
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Figura 7. Numero de brotes en cultivo in vitro de S. lycopersicum en medio de cultivo

MS2 con diferentes concentraciones de citocinina evaluados a los 26 dias.
En la figura 7 refleja que los MC2 y MC3 el material genético Micaela presentan un
promedio maximo de 1.2 brotes, seguido de UPSE 78 con un promedio de 1 brotes en los
tratamientos MC2 al MC4, y en el tratamiento MC3 la variedad UPSE 19 obtuvo mayor
promedio de 0.9 brotes por planta. Los valores inferiores se obtuvieron en el MC2 con un

promedio de brotes por planta de 0.4 del material UPSE 19. Mientras que en el MC1
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(testigo) ausencia de hormona, el material Micaela obtuvo un méximo promedio de 1
brotes. Sin embargo, para los materiales UPSE-78 Y UPSE-19 obtuvieron promedios de

0.8 brotes por planta.

Los resultados anteriores indican que, en concentracion de 0.3 mg/L de citocininas hay
mayor desarrollo de brotes que en concentraciones 0.2 mg/L o 0.4 mg/L de citocininas, lo
que indica que concentraciones de 0.3 mg/L de citocininas (MC3) hay mayor numero de
brotes en los tres materiales estudiados. Estos resultados compara con los de Balon (2019),
manifiesta que los tratamientos con menos concentracion de citocininas exdgena le resultd
con mayor respuesta morfologica e incluso el testigo obtuvo mejor respuesta,
probablemente los tejidos vegetales de mayor edad requieren menor cantidad de dicha
hormona, este resultado también se asimila con la experiencia de Zhao et al. (2008), donde
mencionan que es posible de que haya menor formacion de brotes utilizando bajas

concentraciones de citocininas.

Sin embargo, Valderrama-Alfaro et al. (2011) plantea que los tratamientos con menores a 1
mg/L de concentraciones de citocininas o auxinas no indujeron formacion de brotes en sus
tratamientos, algo similar sucedi6 con el presente experimento el cual las concentraciones
fueron menores a 1 mg/L, utilizando solo citocininas para los diferentes tipos materiales
genéticos. Otra explicacién, para la formacién de brotes y de buena calidad en los
tratamientos es utilizar la combinacion de auxina (IAA)/citocininas (BAP) siendo mas
efectiva como demuestra Valderrama-Alfaro et al. (2011), el cual obtuvo mayor porcentaje
de brotes con el tratamiento (0.1 mg/l IAA + 1 mg/l BAP). Al igual que Unda et al. (2007),
demostraron sus resultados similares al utilizar la combinacién de las dos hormonas en su

trabajo de investigacion.

3.3 Longitud de brotes

En la tabla 15 se detalla el Andlisis de la varianza mediante el ANDEVA de las
evaluaciones realizadas a los 6, 13, 19 y 26 dias, periodo del cultivo in vitro. Dicho analisis
se utilizo la Prueba de Duncan al 0.05 para determinar las diferencias significativas, donde
existe diferencia significativa al 1% a los 6 dia, tanto en el Factor A, Factor B y en el valor
de las interacciones de los dos factores. Sin embargo, Dia 13 podemos encontrar en el

Factor A hay una diferencia altamente significativa al 1%, mientras que en el valor de F
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del Factor B es significativa, en la interaccién de los dos factores anteriormente

mencionados no hay significancia. Con respecto a los 19 dias y 26, existe diferencia

significativa al 5% en los Factores A, mientras que los valores del Factor B son altamente

significativos al 1%, por lo tanto, los valores de F en las interacciones de los Factores no

existen significancia.

Tabla 15. ANDEVA (p <0.05) realizada a la variable de longitud de brotes (mm) de S.
lycopersicum los 6, 13, 19 y 26 dias de estudio.

Dia 6 Dial3 Dial9 Dia26 F. Valor
F.V. gl  F.Cal F.Cal F.Cal F.Cal 0,05 0,01
FACTORA'! 2 15.68** 10.27** 7.47* 4.52* 293 3.99
FACTORB? 3  853** 7.66* 10.97** 13.65** 3.08 4.17
FACTOR A*FACTOR B 6 7.86** 2.62NS 253NS 2,57NS 3.29 442
C.V. 13.98 15.26 13.87 14.02

1 Material vegetal

2 Concentraciones de citocininas
* Significativo

** Altamente significativo

NS No significativo

Elaborado por: Edwin Alejandro

De acuerdo a la variable de estudio se evalud periddicamente la longitud de brote a los 6

dias después de la siembra de los explantes hasta el dia 26 que se determiné los valores de

los materiales vegetales en medios de cultivo con bajas concentraciones de citocinina,

teniendo un total de 12 tratamientos, como se observa en la figura 8.
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Figura 8. Resultados del Factor A, promedio de explantes (mm) de los materiales
genéticos de S. lycopersicum, Micaela, UPSE 78 y UPSE 19 durante el periodo del ensayo.
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La figura 8 ilustra los promedios obtenidos del andlisis estadistico del Factor A, donde se
Ilegd a la conclusion que el Material Genético (Micaela) estadisticamente son iguales, con
valores 0.42 para el dia 6, con un maximo valor para el dia 26 de un promedio de 0.48. Sin
embargo, para el segundo material genético (UPSE 78) se determind que el MG2 fue no
significativo durante el periodo de evaluaciones (6,13,19 y 26 dias) al ser estadisticamente
iguales, obteniendo la mayor respuesta morfoldgica en el dia 26 con un valor 0.46. Con
respecto al tercer material genético (UPSE 19), tiene como resultado que fueron
estadisticamente iguales en los dias de evaluaciones (6, 13, 19 y 26 dias) con promedios en
el dia 6 de 0.35 mientras que en el dia 26 con promedio de 0.43 teniendo mayor respuesta

morfologica.

A A
. AB AB ° BC
A A BC C BC C
B B G
= MC1 (0,0g/m)
= MC2 (0,2mg/L)
= MC3 (0,3mg/L)
I I I I = MC4 (0.4mg/L)

Dia 6 Dia 13 Dia 19 Dia 26

Adaptacién de los brotes (mm)
o o o o
N w SN (63}

o
[y

o

Dias de la evaluacion

Figura 9. Resultados de la adaptacion de los botes (mm) S. lycopersicum en presencia de
dosis de citocininas durante los periodos de evaluaciones (Factor B).
La figura 9 ilustra los resultados de los promedios que generé el programa InfoStat de los
analisis estadisticos del Factor B, de la adaptacidn de brotes, donde se determiné que el dia
6 de evaluacion consta de 2 grupos estadisticos, conformados por las concentracion MC1 y
MC2, con valores 0.40 a 0.41 obteniendo mayor respuesta en la MC1 con un valor 0.41, en
el segundo grupo constituye de las concentraciones MC3 y MC4 cuyo resultados fueron
estadisticamente iguales con un valor de 0.36, siendo los medios con menor adaptacion de

brotes en las unidades experimentales.
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Para el dia 13, resultaron 4 grupos estadisticos, que constituye por las concentraciones
MC1 con valor de 0.46, MC2 de 0.43, la MC3 con valor de 0.38 y la MC4 con valor de
0.41, obteniendo mayor longitud en los brotes en el MC1 (testigo), mientras que en la MC3
(0.3 mg/L) se obtuvo un promedio inferior. Mientras que al dia 19, al igual que al dia 13,
presentaron 4 grupos estadisticos, con valores de 0.4 a 0.48, obteniendo la mayor
adaptacion en el testigop MC1 con valor de 0.48 de longitud, mientras que con la
concentracion fue el MC2 con un valor de 0.45, siendo el MC3 con valor de 0.4 indicando

que fue el que menos presento adaptacion y longitud de los brotes meristematicos.

Para el dia 26 Ultimo dia de evaluacién se formaron 4 grupos estadisticamente,
conformados por la MC1 (testigo) con un valor de 0,51, mientras que, para el MC2 con un
valor de 0,46, para la MC3 con el valor de 0,41 y para el ultimo MC4 con un valor de 0,43,
obteniendo la mayor adaptacion de brotes en la MC2 (0.2 mg/L) y en la MC3 con dosis de
(0.3 mg/L) donde presento menor longitud en los brotes. De acuerdo a la variable se evalud
periddicamente la longitud de brotes a los 6, 13, 19 y 26 dias, mostrando los promedios y

ultimos resultados recogidos del experimento como muestra la figura 10.
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Figura 10. Longitud de brotes de S. lycopersicum en medio de cultivo con diferentes
concentraciones de citocininas evaluados a los 26 dias.

En la figura 10 se observa que en el MC1 (Testigo) el material UPSE-78 obtuvo un

promedio maximo de 2.39 mm longitud, mientras que el material Micaela se obtuvo 2.37
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mm y UPSE 19 con un total de 2.13 mm longitud de brotes por planta. En el MC2 el
material genético UPSE 78 con un mayor promedio de 2.24 mm, seguido de Micaela con
2.16 mm. Para el material genético UPSE 19 tuvo éxito en el MC4 con un promedio de
1.73 mm de longitud en los brotes, teniendo consecuencias en el MC2 con un promedio de
longitud de 1.50 mm del material UPSE 19, no obstante, para el material UPSE 78 en el
MC3 resulto valor inferior de 1.52 mm.

En base a los resultados anteriores indican que en concentraciones 0.2 mg/l citocininas los
materiales UPSE 78 Y Micaela hay una mayor longitud que en 0.4 mg/I de citocininas (que
en las otras concentraciones restantes), indica que a menos concentraciones de citocininas
mayor longitud para estos materiales. Para el material UPSE 19 tuvo una respuesta
representativa con la mayor longitud en la concentracion 0.4 mg/l de citocininas nos indica

que este material genético responde a mayor concentracion.

Cabe recalcar que el comportamiento en presencia de hormonas depende de los materiales
genéticos, corroborando los resultados de George et al. (1993), plantea que los resultados
entre especies, dependiente del genotipo, al igual que algunas respuestas dependientes son
causadas por la interaccion entre el vegetal (planta) y medio de cultivo o la hormona
utilizada. Asi como también se corrobora con el trabajo de Botero-Giraldo et al. (2011), el

cual da a conocer que se logré regeneracion de pequerfios brotes.

Sin embargo, los explantes de los tres materiales genéticos desarrollados en cultivo in vitro
sin concentraciones de citocinina mostraron buena capacidad de longitud de brotes que en
presencia de hormonas. Otra explicacion el cual los explantes que estuvieron sometido
bajo dosis de citocininas presentaron mayor oxidacion directamente en la parte lateral
donde inhibio el desarrollo longitudinal de los brotes estando de acuerdo con Ogita (2005),
de acuerdo a su experiencia de trabajo en estudio, menciona que la presencia de oxidacion
en el experimento para el desarrollo en los explantes es inhibido, perdiendo la capacidad de

proliferar.
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3.4 NUumero de hojas
Para la variable de numero de hojas se determind al dia 26, ya que en los diversos
tratamientos hubo una baja velocidad en el desarrollo de las hojas de los explantes en

estudios de acuerdo al seguimiento realizado, tal y como detalla en la figura 11.
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Figura 11. Namero de hojas de los explantes desarrollados en cultivo in vitro de S.
lycopersicum en diferentes dosis de citocininas evaluados a los 26 dias.

En la figura 11 ilustra los resultados, que en MC1 (Testigo) el material Micaela obtuvo un
promedio maximo de 1.4 hojas, mientras que el material UPSE 19 se obtuvo 1.3 y UPSE
78 resultaron 1.2 hojas por planta. En la MC2 el material Micaela presenta un maximo de
1.1 seguido UPSE 78 con 1 en la MC3 y MC4, mientras que el material UPSE 19 obtuvo
una mayor respuesta en la MC4 con 1 promedio de nimero de hojas por planta. Los
valores inferiores se obtuvieron en el MC2 con un promedio de hojas por planta de 0.4 en
los materiales UPSE 78 Y UPSE 19 y en la MC4 el genotipo Micaela con 0.6.

En base a lo anteriormente expuesto se puede mencionar que los materiales genéticos
mejorados UPSE 78 Y UPSE 19 presentaron mayor numero de hojas en concentracion de
0.4 mg/l de citocinina a diferencia de Micaela que desarrollo mayor numero de hojas en
concentraciones de 0.2 mg/l de citocinina. Sin embargo, se obtuvo mayores nimeros de

hojas de los tres materiales genéticos en medios de cultivos sin dosis, que en presencia de

37



hormonas. Resultados similares con los de Cérdenas et al. (2016), plantea que presentaron

menor numero de hojas al utilizar bajas concentraciones de hormona de citocinina.

3.5 Porcentaje de oxidacion
De acuerdo al porcentaje de oxidacion se determind la evaluacion a los 26 dias, como
detalla en la figura 12.
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Figura 12. Porcentaje de oxidacion en cultivo in vitro de S. lycopersicum en medio con
diferentes concentraciones de citocinina evaluados a los 26 dias.
La figura 12 ilustra la tendencia del porcentaje de oxidacion, donde en el MC1 (Testigo) el
material Micaela obtuvo un promedio maximo de 10.02% oxidaciones, mientras que el
material UPSE 78 se obtuvo 8.97% y UPSE 19 resultaron 6.36% oxidacion en explantes.
Mientras que en presencia de dosis de citocininas en el MC2 el material Micaela presenta
un maximo de 9.51%, seguido de UPSE 78 con un 8.40% y para la UPSE 19 con un 7.78%
de oxidacion en los explantes por tratamientos. Los valores inferiores se obtuvieron en el
MC4 con un promedio de oxidacién por planta de 6.36% en los materiales UPSE

estudiados, seguido del material Micaela con promedio de 8.40% de oxidacion.

En base a los resultados anteriores, indica que en concentraciones 0.2 mg/l de citocininas
hay mayor desarrollo de oxidacion que en concentraciones de 0.4 mg/l de citocininas lo
que indica que en menos concentraciones de citocininas mayor oxidacion. Sin embargo, los

explantes desarrollados en cultivo in vitro sin concentraciones de citocininas, como los
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materiales UPSE 78 Y Micaela presentaron un mayor desarrollo de oxidacion que en
presencia de hormonas.

Se planteo que en los tratamientos con presencia de oxidacién hubo un crecimiento lento
de brotes meristematicos en los explantes con apariencia oscura perdiendo la capacidad de
proliferar mé&s de lo previsto, el cual puede ser causado por exudados liberados,
corroborando con los resultados del trabajo de Azofeifa (2009), donde menciona que en
explantes de tomate cultivados in vitro se ha reportado la presencia de vainillina, acido p-
coumarico, p-hidroxibenzaldehido y siringaldehido, el cual no todos los exudados
liberados en el medio de cultivo son tdxicos o inhibitorios, pero en la mayoria de los casos
el crecimiento de los explantes es inhibido, no obstante perdiendo gradualmente su
capacidad de proliferar, trayendo como consecuencia la oxidacion total (muerte) del
explante (Ogita, 2005).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Las concentraciones de citocininas en la produccion de brotes meristematicos de S.
lycopersicum generaron mayores respuestas morfogénicas en los tratamientos testigos de
los materiales genéticos UPSE 78 y Micaela prestando un promedio de 2.39 mm en
longitud del brote en ambos, asi mismo, el material genético Micaela present6 1.4 hojas
por planta. Mientras que, los tratamientos con concentraciones de 0.3 mg/L presentaron
menor desarrollo morfogénico en todos los materiales genéticos obteniendo un maximo
del,71 mm en longitud del brote, ademas, la menor produccion de hojas por planta se
obtuvo en concentraciones de 0.2 mg/L en los materiales genéticos UPSE 19 y UPSE 78
con 0.4 hojas por planta. En relacion a la concentracion de 0.4 mg/L las respuestas
morfogénicas fueron mayores que las concentraciones de 0.3 mg/L. Esto indica que, a
concentraciones de 0.2 y 0.3 mg/L de citocininas no hay una buena respuesta morfogénica,
respondiendo mejor a la ausencia de ella o en combinacion con auxinas como lo indica
(Valderrama et al., 2011).

En el caso de la interaccion de los factores A (material genético) y B (concentraciones de
citocininas), el material genético Micaela en concentracion de citocininas de 0.2 y 0.3
mg/L obtuvo al mayor produccién de brotes con un promedio de 1.2 en ambos casos; el
material genético UPSE 78 presento menor desarrollo en el tratamiento testigo y en el caso
de los tratamientos que incluian citocininas todos lograron un promedio de 1 brote por
planta; en el caso del material genético UPSE 19, la menor produccion de brotes se obtuvo
en la concentracion de 0.2 mg/L con 0.4 brotes y en la concentracion de 0.3 mg/L con un
promedio de 0.6 brotes. Esto indica que, el material que mejor adaptacion a las
concentraciones de citocininas presentd fue el hibrido Micaela, justamente por sus
caracteristicas genéticas, mientras que el material que peor se adapt6 fue UPSE 19 que es
una linea promisoria que soporta estrés hidrico, es necesario mencionar inclusive que los

cultivos in vitro se desarrollan en condiciones de humedad elevadas.

Respecto a la produccion de brotes en cultivos in vitro de tomate se concluye que el
material genético Micaela requiere de concentraciones de citocininas de 0,2 y 0,3 mg/L

para aumentar la produccion de brotes, pero en ausencia de citocininas presenta mayor
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diferenciacion morfogénica de los explantes, esto debido a que principalmente las
citocininas participan en la division celular. En relacion a ello, se puede concluir que
concentraciones de 0,4 mg/L o superiores generan mayor diferenciacion celular y mayor
produccién de brotes dependiendo el material genético utilizado, pero si se busca la
diferenciacion de los tejidos para la formacion de una planta completa es necesario la

ausencia de la hormona o el uso de ella en combinacién con auxinas.

Recomendaciones
Utilizar combinaciones de hormonas Auxina/Citocina, a partir de 1 mg/L a 4 mg/L

variando sus dosis en ambos reguladores de crecimiento.

Tener una buena manipulacion de instrumentos de trabajo (pinzas) hacia los explantes ya

que esto conlleva al estrés del mismo y oscurecimiento del tejido.

Seguir realizando investigacion sobre cultivo in vitro de las nuevas variedades de tomates

UPSE 78 y UPSE 19 bajo la influencia de reguladores de crecimientos.

Tener presente en los proximos trabajos, aumentar el nimero de repeticiones en los

tratamientos, para obtener un coeficiente de variacion con mayor confiabilidad.
Una buena asepsia en el laboratorio la contaminacién va ser minima en los medios de

cultivo, sin embargo, se debe de dejar en reposo tres dias antes de la siembra para
asegurarse de la existencia de bacterias o agentes patogenos.
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ANEXOS

Tabla 1 A. Porcentaje de germinacion de semillas de los Materiales genéticos S.
lycopersicum de los 4 dias.

Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4
. Semillas | Semillas | Semillas | Semillas | Semillas | Semillas | Semillas | Semillas
Material . . . :
. emergidas no emergidas no emergidas no emergidas no
Genetico . . . i
emergidas emergidas emergidas emergidas
UPSE 78 8 52 32 28 51 9 60 0
UPSE 19 5 55 26 34 47 13 59 1
MICAELA 10 50 35 25 53 7 60 0

Tabla 2 A. Numeros de brotes de los materiales genéticos S. lycopersicum en estudio a los
26 dias de evaluacion.

Rep. | Genotipos | MC1 | Brote | MC2 | Brote | MC3 | Brote | MC4 | Brote
UPSE 78
UPSE 78
UPSE 78
UPSE 78
UPSE 78
UPSE 78
UPSE 78
UPSE 78
UPSE 78
UPSE 78
UPSE 19
UPSE 19
UPSE 19
UPSE 19
UPSE 19
UPSE 19
UPSE 19
UPSE 19
UPSE 19
UPSE 19

MICAELA
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Tabla 3 A. Promedios de nimeros de brotes de los materiales genéticos en estudio a los 26

dias de evaluacion.

Mediode |\ ;poe 78 | UPSE 19 | MICAELA
cultivo
MC1 08 0.8 1
MC2 1 0.4 12
MC3 1 0.9 12
MC4 1 0.6 1

Tabla 4 A. Longitud de brotes de los materiales genéticos UPSE 78, UPSE 19 Y
MICAELA de los dias de evaluacién 6, 13, 19, y 26 en milimetro (datos
transformados a Log (x+1)).

Dia 6 Dia 13 Dia 19 Dia 26

Med. [Long| Med. |Long| Med. |Long| Med. |Long

Rep. | Genotipos | Cultivo | (mm) | Cultivo | (mm) | Cultivo | (mm) | Cultivo | (mm)
1 UPSE 78 1] 1.67 1] 191 1] 2.01 1] 211
2 UPSE 78 1] 1.97 1] 221 1] 231 1] 2.36
3 UPSE 78 1] 2.05 1] 2.25 1] 2.38 1] 3.25
4 | UPSE 78 1] 1.96 1] 2.01 1] 2.27 1] 3.22
5 UPSE 78 1] 1.98 1| 211 1] 2.23 1] 2.28
6 UPSE 78 1] 1.28 1] 161 1] 1.89 1] 1.97
7 UPSE 78 1| 155 1| 1.67 1| 1.86 1] 1.95
8 UPSE 78 1] 1.21 1] 1.47 1] 181 1] 1.87
9 UPSE 78 1] 1.79 1] 1.93 1] 1.98 1| 2.05
10 | UPSE 78 1] 2.01 1| 2.29 1] 2.33 1| 2.86
1 UPSE 19 1] 1.63 1] 211 1] 221 1] 2.32
2 UPSE 19 1| 1.74 1| 2.13 1| 2.15 1| 2.15
3 UPSE 19 1] 0.97 1] 1.11 1] 1.39 1] 1.49
4 | UPSE 19 1] 0.98 1] 1.33 1] 141 1] 1.69
5 UPSE 19 1] 157 1] 1.75 1] 1.94 1] 2.59
6 UPSE 19 1] 1.62 1] 231 1| 2.58 1] 3.27
7 UPSE 19 1] 1.59 1] 1.97 1] 2.06 1] 2.25
8 UPSE 19 1] 0.97 1] 1.15 1] 151 1] 1.76
9 UPSE 19 1| 0.98 1) 1.75 1| 1.76 1| 2.05
10 | UPSE 19 1] 0.98 1] 1.21 1] 141 1] 1.77
1 |MICAELA 1/ 1.89 1| 201 1| 2.05 1) 211
2 |MICAELA 1| 151 1| 1.63 1| 1.75 1/ 191
3 |MICAELA 1] 1.32 1| 1.47 1| 1.84 1] 2.14
4 |MICAELA 1 211 1| 2.67 1| 285 1| 3.05
5 |MICAELA 1] 2.13 1| 2.64 1| 2.75 1] 3.01
6 |MICAELA 1| 2.13 1| 2.69 1| 2.69 1| 275
7 |MICAELA 1] 1.95 1| 2.65 1| 2.65 1] 2.74
8 |MICAELA 1] 1.89 1| 256 1| 2.56 1| 2.66
9 |MICAELA 1| 1.49 1| 1.62 1| 1.63 1| 1.68
10 |MICAELA 1] 1.21 1| 1.38 1] 1.49 1] 1.62




1 UPSE 78 2| 2.36 2| 261 2| 261 2| 2.67
2 UPSE 78 2| 2.37 2| 238 2| 3.01 2| 3.32
3 UPSE 78 2| 217 2| 2.24 2| 2.52 2| 2.71
4 UPSE 78 2| 201 2| 211 2| 2.18 2| 2.28
5 UPSE 78 2| 2.37 2| 281 2| 281 2| 2.84
6 UPSE 78 2| 1.01 2| 111 2| 141 2| 1.58
7 UPSE 78 2| 1.26 2| 1.34 2| 1.67 2| 211
8 UPSE 78 2| 131 2| 1.37 2| 141 2| 1.56
9 UPSE 78 2| 141 2| 151 2| 164 2| 1.72
10 | UPSE 78 2| 1.28 2| 1.37 2| 145 2| 1.59
1 UPSE 19 2| 0.93 2| 117 2| 1.35 2| 1.45
2 UPSE 19 2| 091 2| 1.15 2| 141 2| 149
3 UPSE 19 2| 132 2| 1.56 2| 1.79 2| 184
4 UPSE 19 2| 1.28 2| 144 2| 152 2| 1.66
5 UPSE 19 2| 091 2| 1.15 2| 131 2| 1.38
6 UPSE 19 2| 1.27 2| 1.45 2| 159 2| 1.72
7 UPSE 19 2| 1.19 2| 132 2| 145 2| 154
8 UPSE 19 2| 0.93 2| 1.16 2| 134 2| 142
9 UPSE 19 2| 0.93 2| 1.17 2| 1.29 2| 1.46
10 | UPSE 19 2| 0.96 2| 1.15 2| 127 2| 101
1 |MICAELA 2| 2.28 2| 2.58 2| 2.58 2| 2.62
2 |MICAELA 2| 211 2| 2.26 2| 2.29 2| 2.35
3 |MICAELA 2| 197 2| 217 2| 221 2| 2.25
4 |MICAELA 2| 221 2| 2.92 2| 2.95 2| 2.95
5 |MICAELA 2| 219 2| 2.58 2| 2.58 2| 2.63
6 |MICAELA 2| 197 2| 219 2| 2.22 2| 2.22
7 |MICAELA 2| 157 2| 171 2| 1.75 2| 181
8 |MICAELA 2| 153 2| 1.64 2| 1.65 2| 1.65
9 |MICAELA 2| 1.34 2| 1.48 2| 152 2| 1.55
10 |MICAELA 2| 127 2| 1.38 2| 149 2| 154
1 UPSE 78 3| 101 3] 115 3| 1.22 3| 1.37
2 UPSE 78 3| 1.08 3| 1.18 3| 1.29 3| 1.37
3 UPSE 78 3| 1.03 3] 115 3] 1.23 3| 1.28
4 UPSE 78 3| 1.46 3| 155 3| 1.74 3] 191
5 UPSE 78 3| 101 3] 1.14 3] 1.19 3| 1.29
6 UPSE 78 3| 143 3| 1.63 3] 1,89 3| 211
7 UPSE 78 3] 111 3| 1.18 3] 131 3| 1.47
8 UPSE 78 3| 114 3] 119 3] 1.25 3| 1.34
9 UPSE 78 3| 1.01 3| 1.14 3| 1.24 3| 1.32
10 | UPSE 78 3| 1.04 3] 1.21 3| 1.28 3| 171
1 UPSE 19 3| 1.19 3| 1.29 3] 131 3| 131
2 UPSE 19 3| 1.17 3| 1.24 3| 1.29 3| 1.38
3 UPSE 19 3| 101 3] 1.16 3| 1.27 3| 1.32
4 UPSE 19 3| 1.17 3| 1.19 3| 1.25 3] 131




5 UPSE 19 3| 1.15 3] 121 3] 131 3| 1.38
6 UPSE 19 3| 149 3| 1.56 3| 157 3| 1.57
7 UPSE 19 3| 1.75 3] 191 3| 2.02 3| 241
8 UPSE 19 3| 1.59 3] 171 3| 1.83 3| 1.96
9 UPSE 19 3| 1.77 3| 1.97 3| 212 3| 2.32
10 | UPSE 19 3| 1.08 3] 121 3| 1.28 3| 1.33
1 |MICAELA 3 1 3] 119 3] 1.24 3| 1.32
2 |MICAELA 3| 101 3| 1.28 3| 1.29 3| 1.36
3 |MICAELA 3| 127 3] 1.35 3| 142 3| 145
4 |MICAELA 3] 121 3] 1.29 3] 133 3| 1.37
5 |MICAELA 3| 181 3| 2.03 3] 211 3| 215
6 |MICAELA 3| 1.18 3| 1.22 3] 1.25 3| 131
7 |MICAELA 3] 121 3| 1.38 3| 142 3| 151
8 |MICAELA 3| 155 3| 1.87 3] 1.92 3| 1.97
9 |MICAELA 3| 1.82 3| 222 3| 2.28 3| 2.33
10 |[MICAELA 3| 181 3] 221 3| 2.24 3| 231
1 UPSE 78 4] 091 4|1 1.29 4| 131 4| 1.42
2 UPSE 78 4] 0.94 4] 131 4| 1.34 4] 141
3 UPSE 78 4| 0.91 41 1.21 4| 1.29 4| 1.32
4 UPSE 78 41 0.96 4| 1.18 4| 1.25 4| 1.37
5 UPSE 78 4| 0.95 4| 1.25 4| 1.32 41 131
6 UPSE 78 4] 0.93 4| 1.24 4, 13 4] 1.39
7 UPSE 78 41 1.21 4| 2.21 4| 2.26 4| 2.32
8 UPSE 78 41 1.21 4| 211 4| 2.15 4| 2.21
9 UPSE 78 41 0.95 4| 1.28 4| 1.36 4| 1.43
10 | UPSE 78 4| 0.96 4| 1.25 4| 1.34 4| 1.42
1 UPSE 19 4] 1.32 41 151 4| 161 4] 161
2 UPSE 19 41 1.21 4, 13 4| 1.38 4| 1.53
3 UPSE 19 4] 141 4| 1.72 4| 1.72 4| 1.72
4 UPSE 19 4] 111 4] 131 4| 1.39 4] 154
5 UPSE 19 41 1.21 4| 1.33 4| 1.41 4| 1.57
6 UPSE 19 4] 151 4| 1.75 4| 1.75 41 1.75
7 UPSE 19 41 1.42 41 191 4| 2.39 4| 2.58
8 UPSE 19 4] 151 4| 1.82 4| 1.85 4] 1.85
9 UPSE 19 41 1.32 4| 1.54 4| 1.62 41 1.71
10 | UPSE 19 4] 131 4| 1.43 4| 1.46 4| 1.48
1 |MICAELA 4| 1.27 4| 1.47 4| 1.52 4| 1.58
2 |MICAELA 41 1.21 41 1.31 4| 1.38 4| 1.47
3 |MICAELA 4| 145 4| 1.67 41 1.71 41 1.75
4 |MICAELA 41 1.24 4| 1.32 4| 1.35 4| 1.43
5 |MICAELA 4| 1.68 4| 1.82 41 191 41 1.95
6 |MICAELA 4| 1.73 4| 1.94 4| 2.01 4| 2.09
7 |MICAELA 41 1.24 4| 1.33 41 1.39 4| 1.49
8 |MICAELA 4| 191 4| 2.52 4| 2.61 4| 2.67




9 |MICAELA 4, 19 4| 2.54 4| 2.62 4] 2.71
10 |MICAELA 4| 1.87 4| 2.15 4| 2.21 4| 2.28

Tabla 5 A. Promedios de longitud de brotes (mm) de los materiales genéticos S.
lycopersicum en estudio a los 26 dias de evaluacién (datos transformados a Log

(x+1)).
Mediosde |\ poe 76 | UpsE 19 | MICAELA
cultivo
MC1 2.39 213 237
MC2 2.24 1.50 216
MC3 152 1.63 1.71
MC4 1.56 1.73 1.94

Tabla 6 A. Medias de Factor A. Primera Evaluacion a los 6 dias, Variable longitud de
brotes (mm) de los materiales genéticos S. lycopersicum.

FACTOR A Medias n E.E.

MICAELA 0.42 40 01 A
UPSE 78 0.37 40 01 B
UPSE 19 035 40 018B

Tabla 7 A. Medias de Factor B. Primera evaluacion a los 6 dias. Variable longitud de
brotes (mm) de los materiales genéticos S. lycopersicum.
FACTORB Medias n E.E.

1 041 30 001 A
2 04 30 0.01 A
4 036 30 0.01 B
3 036 30 0.01 B

Tabla 8 A. Medias de Interaccion Factor A* Factor B, Primera evaluacion a los 6 dias,
variable longitud de brotes (mm) de los materiales genéticos S. lycopersicum.
FACTORA FACTORB Medias n E.E.
2 045 10 0.02
044 10 0.02
044 10 0.02
043 10 0.02
04 10 0.02
037 10 0.02
037 10 0.02
037 10 0.02
036 10 0.02
033 10 0.02
031 10 0.02
03 10 0.02
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Tabla 9 A. Andlisis de la Varianza de la Primera Evaluacion a los 6 dias de la variable
longitud de brotes de los materiales genéticos en estudio.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.29 11 0.03 9.46 <0.0001
FACTOR A 0.09 2 0.04 15.68 <0.0001
FACTOR B 0.7 3 0.02 8.53 <0.0001
FACTOR A*FACTORB 0.13 6 0.02 7.86 <0.0001
Error 0.31 108 2.SE-03

Total 06 119

Tabla 10 A. Medias de Factor A. Segunda Evaluacion a los 13 dias, variable longitud de
brotes de los materiales vegetales S. lycopersicum.
FACTORA Medias n E.E.

1 0.46 40 0.01 A
2 041 40 0.01 B
3 0.39 40 0.01 B

Tabla 11 A. Medias de Factor B. Segunda Evaluacion, variable longitud de brotes de los
materiales vegetales S. lycopersicum.
FACTORB Medias n E.E.
1 046 30 0.01 A

2 043 30 001 A B
4 041 30 0.01 B C
3 038 30 0.01 C

Tabla 12 A. Medias de Interaccién Factor A* Factor B, Segunda evaluacion a los 13 dias,
variable longitud de brotes de los materiales genéticos S. lycopersicum.
FACTORA FACTORB Medias n E.E.

049 10 0.02 A

048 10 0.02
047 10 0.02
046 10 0.02
044 10 0.02
042 10 0.02
041 10 0.02
041 10 0.02
039 10 0.02
038 10 0.02
036 10 0.02
035 10 0.02
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Tabla 13 A. Analisis de la Varianza de la Segunda Evaluacion a los 13 dias, de la variable
longitud de brotes de los materiales genéticos S. lycopersicum.

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 0.24 11 0.02 5.38 <0.0001
FACTOR A 0.08 2 0.04 10.27  0.0001
FACTORB 0.09 3 0.03 7.66 0.0001
FACTOR A*FACTORB 0.06 6 0.01 262 0.0207
Error 045 108 4.1E-03

Total 0.69 119

Tabla 14 A. Medias de Factor A. Tercera Evaluacion a los 19 dias, de la variable longitud
de brotes de S. lycopersicum.
FACTORA Medias n E.E.
1 047 40 0.01 A
2 0.43 40 0.01 B
3 041 40 0.01 B

Tabla 15 A. Medias de Factor B. Tercera evaluacion a los 19 dias, de la variable longitud
de brotes de los materiales genéticos S. lycopersicum.
FACTORB Medias n E.E.

1 0.48 30 0.01 A

2 0.45 30 001 A B

4 0.42 30 0.01 B C
3 0.4 30 0.01 C

Tabla 16 A. Medias de Interaccion Factor A* Factor B, Tercera evaluacion, de la variable
longitud de brotes de S. lycopersicum.
FACTORA FACTORB Medias n E.E.
05 10 0.02
049 10 0.02
049 10 0.02
048 10 0.02
045 10 0.02
045 10 0.02
042 10 0.02
042 10 0.02
04 10 0.02
039 10 0.02
039 10 0.02
0.37 10 0.02
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Tabla 17 A. Analisis de la Varianza de la Tercera Evaluacion a los 19 dias, de la variable
longitud de brotes de los materiales genéticos de S. lycopersicum.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.23 11 0.02 5.73 <0.0001
FACTOR A 0.06 2 0.03 7.47 <0.0001
FACTOR B 0.12 3 0.04 10.97  0.0009
FACTOR A*FACTOR B 0.06 6 0.01 253 0.0249
Error 04 108 3.7E-03

Total 0.63 119

Tabla 18 A. Medias de Factor A. Cuarta Evaluacidn, variable longitud de brotes
FACTORA Medias n E.E.
1 0.48 40 0.01 A
2 0.46 40 001 A B
3 043 40 0.01 B

Tabla 19 A. Medias de Factor B. Cuarta Evaluacion, variable longitud de brotes
FACTORB Medias n E.E.
1 051 30 0.01 A
2 046 30 001 A B
4 043 30 0.01 B C
3 041 30 0.01 C

Tabla 20 A. Medias de Interacciéon Factor A* Factor B, Cuarta evaluacion, variable
longitud de brotes.
FACTORA FACTORB Medias n E.E.
053 10 0.02
052 10 0.02
05 10 0.02
049 10 0.02
049 10 0.02
046 10 0.02
043 10 0.02
043 10 0.02
0.41 10 0.02
04 10 0.02
04 10 0.02
04 10 0.02
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Tabla 21 A. Analisis de la Varianza de la Cuarta Evaluacion a los 26 dias, de la variable
longitud de brotes de los materiales genéticos S. lycopersicum.
F.V.

SC dl CM F p-valor
Modelo 027 11 0.02 595 <0.0001
FACTOR A 0.04 2 0.02 452 <0.0001
FACTOR B 0.17 3 0.06 13.65 0.013
FACTOR A*FACTORB 0.06 6 0.01 257 0.023
Error 0.44 108 4.1E-03
Total 0.71 119

Tabla 22 A. Promedio de numero de hojas de los materiales genéticos en estudio a los 26
dias de evaluacion (datos transformados a Raiz (x+0.5)).

N(Ifﬂi?\fode UPSE 78 | UPSE 19 | MICAELA
MC1 1.2 1.3 14
MC2 0.4 0.4 1.1
MC3 1 0.8 0.7

Tabla 23 A. Promedio de porcentaje de oxidacion de los materiales genéticos en estudio a
los 26 dias de evaluacion “Datos transformados a Raiz (((N. de explante / Total de

explantes) *100) +0.5)”.

Medios de

. UPSE 78 UPSE 19 MICAELA
Cultivo
MC 1 8.97 6.36 10.02
MC2 8.40 7.78 9.51
MC3 8.40 7.11 9.51
MC4 6.36 6.36 8.40

Figura 1 A. Seleccion de Materiales genéticos S. lycopersicum

UPSE 78 y UPSE 109.



Figura 2 A. Materiales para la preparacion de medios de cultivo Murashige y Skoog.

Figura 3 A. Camara de flujo laminar estéril, con los equipos de trabajo se utilizaron.
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Figura 4 A. Pre germinacion de semillas en cjas Petri.

Figura 5 A. Desinfeccion y siembra en medio de cultivo MS1 de plantulas de S.
lycopersicum germinadas en caja Petri.



Figura 6 A. Plantulas sembradas en medios MS1 sin dosis de BAP después de la pre
germinacion.

Figura 7 A. Seleccion de brotes de S. lycopersicum posteriormente al corte meristematico.



Figura 8 A. Corte de explantesde 1 cm y siembra en los medios de cultivo MS2 bajo las
diferentes concentraciones de BAP.

Figura 9 A. Establecimiento de explantes en m-edio de cultivo MS2 con dosis de horona
BAP.



Figura 10 A. Presencia de coloracién café en explante (oxidacion) del material genético S.
lycopersicum.

Figura 11 A. Muerte celular en los laterales del explante del material genético en estudio.
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Figura 12 A. Produccion de brotes meristeméticos de explantes del material genético
UPSE 78.

Figura 13 A. Explantes oxidados vivos con brotes meristematicos de S. lycopersicum.



