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RESUMEN

El tomate (Solanum lycopersicum) es un vegetal que pertenece a la familia de las
solanéceas con una alta diversidad genética diferencidndose de color, forma y sabor
por lo que tiene mucha acogida en el comercio a nivel mundial, en Ecuador el
rendimiento promedio es de 730 qg/Ha. Una forma de mejoramiento genético en
plantas de tomate es la micropropagacion denominada propagacion clonal, que ayuda
a obtener plantas genéticamente idénticas mediante el uso de sus hipocotilos,
cotiledones, hojas, yemas, apices, segmento de tallo, meristemas, etc., conservando las
caracteristicas de la planta madre, sembradas en ambientes controlados (estériles) con
el uso de medios de cultivo que contiene carbono, nitrogeno, sales inorganicas,
reguladores de crecimiento, vitaminas y aminoacidos, produciendo materiales libres
de bacterias y hongos. En este estudio, se evaluo la produccién de brotes de Solanum
lycopersicum a partir de la micropropagacion, se trabaj6 con un disefio completamente
al azar con arreglo factorial 3x4, utilizando tres materiales genéticos: Linea UPSE-19,
Linea UPSE-78, e Hibrido Micaela HA1903. Aplicando cuatro dosis de citocininas
con auxinas, 0.00 mg.I"t (M1); 0.40 mg.I* citocinina & 0.25 mg.I"t auxina (M2); 0.60
mg.I? citocinina & 0.28 mg.I"* auxina (M3) y 0.65 mg.I" citocinina & 0.26 mg.I*
auxina (M4). El medio con hormonas mas destacado fue el M2; obteniendo un
promedio de 1.83 brotes/explante, sin embargo, el testigo (M1) generé mas brotes

alcanzando un promedio de 2.70.

Palabras claves: Solanum lycopersicum, cultivo in vitro, micropropagacion, medio

de cultivo.



ABSTRACT

The tomato (Solanum lycopersicum) is a vegetable that belongs to the family of
Solanaceae with a high genetic diversity differentiating from color, shape, and flavor,
so it has very well received in trade worldwide. In Ecuador, the average yield is 730
gg/Ha. Micropropagation called clonal propagation helps to obtain genetically
identical plants by using their hypocotyls, cotyledons, leaves, buds, apexes, stem
segment, meristem, etc., preserving the characteristics of the parent plant, planted in
controlled environments (sterile) with the use of culture medium containing carbon,
nitrogen, inorganic salts, growth regulators, vitamins and amino acids, producing
materials free of bacteria and fungi. This study evaluated the production of Solanum
lycopersicum sprouts from micropropagation. It worked with a completely random
design with 3x4 factorial arrangement, using three genetic materials: Line UPSE-19,
Line UPSE-78, and Hybrid Micaela HA1903. Applying four doses of cytokines with
auxins, 0.00 mg.I* (M1); 0.40 mg.I"t cytokinin & 0.25 mg.It auxin (M2); 0.60 mg.It
cytokinin & 0.28 mg.I"t auxin (M3) and 0.65 mg.I* cytokinin & 0.26 mg.I™ auxin
(M4). The most prominent hormone medium was M2; obtaining an average of 1.83
shoots/explant, however, the witness (M1) generated more shoots reaching an average
of 2.70.

Keywords: Solanum lycopersicum, in vitro crop, micropropagation, culture medium
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INTRODUCCION

La produccién de brotes in vitro de (Solanum lycopersicum) se fundamenta en el
aislamiento de tejidos vegetales (&pices caulinares), segin Pelacho et al. (2006), que
ademas indica que esta técnica permite cultivar en condiciones estériles una parte
vegetal, desarrollandose en medios nutritivos artificiales y libres de microorganismos,
empleando reguladores de crecimiento para el desarrollo de plantulas completamente
asépticas. Cabe recalcar que la totipotencia celular permite el desarrollo potencial de
dicho organismo, de acuerdo con Contreras (2013), se puede regenerar una planta

completa desde un meristema o cualquier tejido de la planta.

Segun Polo (2014), el pionero de los cultivos in vitro fue Haberlandt, quien en 1902
menciond que era posible cultivar células vegetales juntas agregando soluciones
nutritivas con extractos de apices vegetativos o con fluidos de sacos embrionarios. Asi
mismo, otros fundadores de la biotecnologia vegetal, como lo son White y Gautheret,
identificaron a las auxinas como reguladoras naturales de crecimiento vegetal y el
reconocimiento de la importancia de las vitaminas del complejo B en el crecimiento

de las plantas.

A nivel mundial se han desarrollado diversidad de estudios de cultivos in vitro, segin
lo menciona Rodriguez y Torres (2018), como la aplicacion en la industria
farmaceutica; usando plantas medicinales con el fin de aumentar el nimero y la calidad
de metabolitos secundarios mediante su manipulacion, facilitando el descubrimiento
de nuevos compuestos bioquimicos, y aunque su costo de produccion es elevado, sus

resultados a largo plazo resultan favorables y compensatorios.

En Ecuador, existen investigaciones, proyectos y empresas que se dedican al desarrollo
de plantas in vitro, con el fin de mejorar la produccion a través de nuevas variedades
genéticas. Ortiz (2018), indica que en Ecuador se puede realizar plantas de cultivos in
vitro teniendo una oportunidad de produccion a bajo costo y libre de enfermedades
genéticas, e inclusive es una oportunidad de obtener mayores ingresos para el pais a

través de la exportacion.



El tomate (Solanum lycopersicum) contiene valores nutricionales como vitamina C (21
mg), calcio (12 mg), fésforo (25 mg), acido folico (39 mg), entre otros; que son muy
importantes para la alimentacion de las personas siendo una de las hortalizas con
mayor produccion a nivel nacional y mundial; por ello como alternativa la produccién
in vitro de Solanum lycopersicum es una excelente opcidn para generar plantas de
buena calidad a corto plazo supliendo el método tradicional que permiten cultivar
plantulas en laboratorio con una temperatura de 22 a 26 °C, humedad relativa de 67 a
73% y fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad, a partir de una planta madre
mediante medios axénicos artificiales en condiciones estériles para prevenir

contaminaciones.

La micropropagacion es una técnica que tiene como objetivo clonar plantas identicas
con la utilizacion de cotiledones, hipocotilos, hojas, yemas, apices, meristemas,
semillas, etc., que son cultivados en cdmaras de cultivo (ambiente controlado) usando
frascos con medios de cultivo (mezcla de sustancia acuosa) requeridos de
macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, aminoacidos, azucares, agente
gelificante y fitohormonas, para que el crecimiento morfol6gico de las plantas sea
apropiado; de esta manera disponer de cultivos sanos (libres de microorganismos) que

pueden ser plantados en campo.

Las fitohormonas son producidas por las plantas naturalmente y también existen de
tipo artificial, las cuales estan encargadas de regular reacciones a los factores que tiene
el material vegetal, controlando los procesos fisiologicos que ayudan al propio
desarrollo. En esta investigacion se aplicaron las hormonas vegetales citocinina
(kinetina) y auxina (&cido indolacético), con el fin de estimular la division celular,
retardar el envejecimiento celular, generar la diferenciacion de tejidos y estimular el
crecimiento de tallos y brotes, para aumentar el nimero de brotes meristematicos de

tomate y asi multiplicar a corto plazo plantulas libres de microorganismos.

En la provincia de Santa Elena segin Barzola (2017), el tomate es poco rentable
porgue es importado de otras ciudades y otros paises a costos menores, ademas de ser
un cultivo susceptible a plagas y enfermedades por lo que los agricultores se ven

obligados a sembrar areas pequefias porque los costos de produccion son altos, sin



embargo la demanda es significativa siendo uno de los productos mas consumidos,

que estan distribuidos en todas las redes comerciales.

Este ensayo se realiz6 aplicando la metodologia de Criollo et al. (2016), donde indica
que para efectuar micropropagacion in vitro en vegetales uno de los primeros pasos,
es mantener una total asepsia de los materiales y equipos de trabajo, asi como del
material genético, ya que estos factores influyen en la propagacion. Posterior a ello, se
procede con la germinacion de semillas en un medio de cultivo, después de seis
semanas, se siembran los hipocotilos para continuar con su propagacion; sin embargo,
cabe recalcar que para el presente ensayo se esperé 15 dias para sembrar los

meristemas apicales.

Problema Cientifico:

¢Seréa eficiente aplicar la micropropagacion en materiales genéticos de (Solanum
lycopersicum), considerando la produccién de brotes meristematicos con el uso de

hormonas vegetales?

Objetivo General:

v’ Evaluar la produccién de brotes a partir del uso de hormonas vegetales en
diferentes materiales genéticos de (Solanum lycopersicum) mediante la

micropropagacion.

Objetivos Especificos:

v" Valorar las respuestas que generan la combinacion de las hormonas citocininas

y auxinas, en la produccion de brotes de (Solanum lycopersicum).

v Determinar el comportamiento morfoldgico de explantes, a partir de tres

materiales genéticos de tomate mediante meristemas apicales.

v' Establecer el protocolo mas eficiente para la produccion de brotes en diferentes
materiales genéticos de tomate.



Hipotesis:

Existe diferencia en el comportamiento morfolégico de los materiales genéticos de

tomate con el uso de hormonas vegetales en la micropropagacion.



CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Importancia del cultivo de tomate Solanum lycopersicum

El tomate (Solanum lycopersicum) perteneciente a la familia de las solanaceas es segun
Guzman et al. (2017) la hortaliza més sembrada a nivel mundial, en Chile ocupa el
tercer lugar de los cultivos horticolas en consumo fresco. Este cultivo goza de una alta
diversidad genética, con infinidades de variedades con caracteristicas diferentes en
forma, color y sabor, gracias a eso, la produccién y comercializacion tiene gran

acogida.

Maestu (2018), define que el tomate es un cultivo tipo arbusto, anual perenne, su
crecimiento es rastrero, semi-erecto o erecto. La semilla presenta un color grisaceo, de

forma oval, aplanada, que puede medir de 3 a 5 milimetros de diametro.

Por otra parte, Guevara y Alvarado (2014) recalca que la importancia de los
antioxidantes que tiene el Solanum lycopersicum, radica en prevenir enfermedades
como céancer, estimula el sistema inmune, mejora el metabolismo, tiene propiedades

antivirales y antimicrobianos.
1.2 Fisiologia del tomate

La fisiologia hace referencia a las respuestas de un cultivo en relacion a las condiciones
que se expone para su desarrollo, tanto factores ambientales como su tratamiento en
general. Para Escobar y Lee (2009), la fisiologia depende de cada etapa fenoldgica,
siendo la primera el desarrollo vegetativo, que abarca la germinacion, la aparicion de
la plantula y del primer racimo floral, este ultimo suele surgir luego de la formacién
de hasta 10 hojas y de un crecimiento de la planta superior a 40 cm. La siguiente etapa
incluye la formacion progresiva de los frutos; seguida de la etapa de produccion,
cuando los frutos maduran y estan aptos para la cosecha; cabe mencionar que durante
estas etapas la planta se mantiene generando nuevas hojas y racimos florales. Por
altimo, el desarrollo desemboca en una etapa donde la planta detiene su crecimiento
ya sea de forma natural o por induccion, y Unicamente se mantiene el desarrollo de

frutos previamente formados.



Lopez (2016), describe que el tallo estd compuesto de epidermis con pelos glandulares,
corteza, cilindro vascular y tejido medular, las hojas estan revestidas de pelos
glandulares y en posicion alternada sobre el tallo, existen varios tipos como: enana,
hoja de papa, estdndar, peruvianum, pimpinellifollium o hirsutum; en cuanto a las
flores tienen seis estambres alternados con los pétalos, el ovario posee dos 0 mas
segmentos, las inflorescencias se colocan en las axilas cada tres hojas; el fruto goza de
pericarpio, tejido placentario y semillas, es una baya bilocular, plurilocular,

subesférica globosa o alargada.

Por otro lado, Lopez (2016) también menciona que existen plantas de crecimiento
determinado, cuya caracteristica es que el tallo principal y lateral interrumpe su
crecimiento, cuando el ndmero de inflorescencias cesa segin la variedad y de
crecimiento indeterminado donde los tallos principal y lateral, crecen mediante un

patron donde el siguiente tallo se desarrolla en la yema terminal.

Figura 1. Plénfula de tomate.
Fuente: Katty Montoya, (2020)

1.3 Mejora genética del tomate

Con el objeto de mejorar la calidad de los cultivos, se han desarrollado varios métodos
entre ellos la propagacion in vitro, Maestu (2018), sefiala que el hombre someti6 a
diversos factores abidticos y bidticos a frutos de tamafio grande asi como de menor
susceptibilidad, para producir nuevas variedades, que eran semejantes a las
ancestrales; con el paso del tiempo se ha creado variedades resistentes a plagas y
enfermedades, incrementando la calidad y uniformidad del fruto, vida postcosecha,

valor nutricional y su rendimiento.



De igual forma, Sharry et al. (2015), afirma que el mejoramiento genético multiplica
la produccién y calidad de las plantas por unidad de terreno a corto plazo, adaptandolas
a las necesidades del agricultor y consumidor con el fin de alcanzar una alta
productividad. Para obtener un F4 con alto mejoramiento genético a través de semillas
autofecundadas, Gonzéalez (2014), argumenta que se lo logra a partir de estudios de
generaciones F2 y F3 con plantas evaluadas en campo, donde se observan caracteres
morfolégicos del fruto, estructurales de las plantas y rendimiento.

En cuanto a la mejora de la genética del cultivo de tomate, Hoyos y Martin (2005)
citado por Palazon y Garcia (2015), mencionan que los diversos caracteres buscados
son el aumento de la produccion, la resistencia a estreses bidticos, la tolerancia a
condiciones adversas en el ambiente, la arquitectura de la planta y la calidad externa

del fruto en color, forma, tamario, sabor, entre otros.
1.4 Distribucién en Ecuador y sus usos

Segun el Instituto Nacional de Estadistica y Censos-INEC (2018), el rendimiento de
Solanum lycopersicum en Ecuador es de 730 gg/Ha en promedio, la relacion
beneficio/costo es de 1.68 dolares (por cada dolar se recupera 0.68 dolares), (Ver Tabla
1).

Tabla 1. Rendimiento de Solanum lycopersicum en Ecuador.

RENDIMIENTO 5292 cajas
Total Venta # cajas * precio de venta 58 212 USD
Utilidad Neta Total venta - costos totales 23575.92 USD
Relacion B/C Total venta / costos totales 1.68 USD
Costo Unitario Costos totales / # cajas 6.54 USD
Utilidad por caja Precio de venta - costo unitario 4.46 USD
Punto de equilibrio Cfijos / (precio venta - costo unit) 727.10 cajas
Pto. Equilibrio / precio venta 7988.19 USD

Fuente: Aragon (2019).
Elaborado por: Katty Montoya.

El Sistema de Informacion Nacional de Agricultura, Ganaderia y Pesca (2017) citado
por Varela (2018), afirma que los precios por mercados del tomate a campo abierto

son los siguientes (Tabla 2):



Tabla 2. Precios de tomate rifién a campo abierto.

Precio/ . .
. Fecha L .. Precio Unidad
Mercado Categoria Producto Investigacion Pre(ssr;tgs:lon Presentacion (USD) Medida
Hortalizas Tomate
. Rifion a Cartén 55.00
Guayaquil - TTV -F;:gggto campo 03/01/2017 11.00 Libra 0.44 kg
abierto
Hortalizas Tomate
. Rifion a Cartén 55.00
Guayaquil - TTV -F;:ggggto campo 29/12/2016 11.00 Libra 0.44 kg
abierto
Hortalizas Tomate
Guayaquil - TTV - Producto  ~MON@ 52155016 11.00 Ca”o.’;)55'00 044 kg
fresco campo Libra
abierto
. Tomate
Ibarra - Hortalizas o .
COMERC - Producto i;’:ﬁ“oa 30/12/2016 7.00 Ca”mff'oo 038 kg
IBARRA fresco mp
abierto
Hortalizas TF’N”,“’"‘G .
Portoviejo - Producto "M@ 301519016 15.00 CartO%GO'OO 055 kg
fresco campo Libra
abierto
Hortalizas Tomate
. Rifion a Cartén 40.00
Quito - MMQ-EP -F;rr(;gggto campo 03/01/2017 5.00 Libra 0.27 kg
abierto
Hortalizas Tomate
Quito - MMQ-EP - Producto  RINON 2 59/199016 533 4000 929 kg
fresco cgmp;o Libra
abierto

Fuente: Varela (2018).
Elaborado por: Katty Montoya.

Segun Argerich et al. (2010) el tomate aporta los siguientes valores nutricionales
(Tabla 3):



Tabla 3. Valores nutricionales de tomate.

Nutriente Contenido
Agua 93.5%
Calorias 20
Colesterol 0
Proteinas 1lg
Grasas 0.2¢g
Carbohidratos 43¢
Fibras 047¢g
Vitamina A 820 1U
Vitamina C 21 mg
Tiamina 0.05 mg
Riboflavina 0.04 mg
Niacina 0.6 mg
Calcio 12 mg
Faésforo 25 mg
Hierro 0.5mg
Sodio 3mg
Potasio 222 mg
Acido Félico 39 mg
Vitamina E 0.9 mg
Licopeno 3.1mg

Fuente: Argerich et al. (2010).
Elaborado por: Katty Montoya.

1.5 Produccién de tomate in vitro

La produccion in vitro del tomate hace referencia a la generacion de una variedad de
planta de mayor calidad, es decir, que tenga caracteristicas que mejoren su desarrollo
y se disminuya la posibilidad que su genética resulte afectada por condiciones externas

0 de manejo del cultivo.

De acuerdo con Ramirez et al. (2009), la técnica in vitro se ve afectada por el tipo de
explantes que se emplee, asi como la concentracion y tipo de reguladores de
crecimiento en el medio de cultivo; pese a existir varios tipos medios de cultivo
generalmente el mas utilizado en tomate es el medio Murashige y Skoog (MS), puesto
que es el mas conocido y apto para la mayoria de las especies; para su elaboracion se
puede utilizar soluciones concentradas de nutrientes o productos prefabricados,

ademas de hormonas vegetales que garanticen su efectividad.



Sharry et al. (2015), plantean que los cultivos se deben conservar en temperatura
constante (23 °C a 27 °C), con intensidad luminica de 60 umol.m2.s%. Si es necesario
se incuban en oscuridad. Cada vez que sea necesario se verifica la presencia de
contaminacion, se revisa los explantes y sus respuestas morfologicas. Segun Angarita
(2012), la propagacion vegetal puede generarse a partir de yemas axilares o del
meristemo caulinar, utilizando plantas axénicas obtenidas de semillas esterilizadas,

usando recipientes de 95 mm de diametro x 105 mm de altura.
1.6 Cultivos in vitro

Segun Rodriguez y Torres (2018), los cultivos in vitro son alternativas que reemplazan
el método tradicional, permitiendo conservar el desarrollo de células vegetales, tejidos,
organos o plantas completas en medios solidos artificiales, con factores 6ptimos para

su crecimiento, tomando en cuenta su asepsia.

De acuerdo con Alvarez (2018), el cultivo in vitro tiene como finalidad aportar a la
planta nutrientes que son indispensables para su optimo desarrollo, a través de medios
axénicos sélidos compuestos de carbohidratos (Carbono), y energia (sacarosa), ademas
de minerales, vitaminas, aminoacidos, suplementos organicos y fitohormonas
reguladoras de crecimiento como las auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscisico

y etileno.

Medina (2013), confirma que los cultivos de tejidos vegetales in vitro, desarrollados
en laboratorio tienen que estar en total asepsia y en condiciones estériles para evitar

contaminaciones.

Sharry et al. (2015), deduce que los cultivos in vitro simplifica la propagacion de
plantas idénticas masivamente a corto plazo, y los costos de mantenimiento son
menores a nivel de laboratorio, porque gracias al requerimiento de asepsia, el lugar

esta libre de plagas y enfermedades.
1.6.1 Totipotencialidad celular

La totipotencia de una célula es la capacidad que tiene para regenerarse, Calva (2005)

citado por Indacochea et al. (2019), sefiala que toda celula vegetal se puede regenerar
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en los cultivos in vitro, a partir de una planta madre, tomando en cuenta todas las
condiciones como temperatura, fotoperiodo, reguladores de crecimiento, entre otras.
Esta totipotencia es sumamente importante, puesto que de ello depende que el cultivo
in vitro sea exitoso, si las plantas no poseen dicha capacidad, resulta imposible la

generacion de nuevas plantas.
1.6.2 Desdiferenciacion celular

Indacochea et al. (2019), fundamentan que es un proceso de transformacion y perdida
de caracteristicas de tipo celular para formar células meristematicas, esto ayuda sobre
todo para que las células en caso de algun dafio en sus tejidos o pérdida de una parte
de ellos, regresen al estado de la célula madre y nuevamente se desdiferencien y

recuperen el tejido que han perdido.

Esta capacidad de las células es aprovechada en los cultivos in vitro, para producir con
éxito la propagacion de la planta. Rivas (2016) sefiala que este proceso depende del
genoma de la especie y depende propiamente del balance hormonal y el estado
fisiol6gico que posea el drgano, tejido o célula que se ha puesto en cultivo, asi como

de los reguladores de crecimiento utilizados en los medios de cultivo.
1.7 Medio de cultivo

Segun Sharry et al. (2015), el medio de cultivo es una mezcla de sustancias acuosas
con objeto de sembrar tejidos vegetales, células, microorganismos y/o animales, que
requieren de nutrientes (macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, aminoacidos,
azucares, agente gelificante y hormonas de crecimiento), para garantizar a las plantas

un desarrollo morfolégico apropiado.

La consistencia de los medios de cultivo es un factor que debe considerarse al
momento de proceder con la micropropagacion del cultivo, Aguilar et al. (2016),
mencionan que es muy importante que el medio de cultivo tenga la consistencia
adecuada, los que se usan a nivel general son los sélidos; los medios semisolidos y

liguidos tienen consecuencias como la vitrificacion. La composicion que
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frecuentemente se utiliza son macro y micronutrientes, vitaminas, inositol, sacarosa,

aminoacidos y fitohormonas.

Asi también, es necesario que las sustancias utilizadas y sus cantidades sean las
adecuadas y garanticen las condiciones necesarias para el cultivo. Santana (2019),
especifica que para preparar un litro de medio de cultivo para germinar semillas se
requiere de los siguientes componentes: Agar (7 g/l), Sales MS (5 g/l), Sacarosa (30
g/l), Inositol (100 mg/l), TH-CI (1 mg/l).

1.7.1 Componentes del medio de cultivo
1.7.1.1 Macroelementos

Segun Sharry et al. (2015), los macroelementos son necesarios para que la planta
realice sus funciones vitales como sintetizar cidos nucleicos y fosfolipidos (fosforo),

aminodcidos, cisteina y metionina (azufre), formacion de la célula (nitrogeno).

Perea (2009), indica que el nitrégeno se suministra en forma de nitrato (NO3’) o de
amonio (NH4"), pero se recomienda disminuir las dosis para prevenir vitrificacion en
los explantes. El fésforo es esencial para el metabolismo, la fotosintesis y la
respiracion de las células de las plantas. El azufre es componente de la estructura de la
cisteina. Y afiade que a otros macroelementos como el potasio, que se encuentra en las
vacuolas en cantidades copiosas, protege el mecanismo de apertura y cierre de
estomas, sostiene la osmorregulacion, influye en los sistemas enzimaticos; el calcio en
cambio induce al crecimiento de hojas y raices, se presenta en el citosol en muy pocas
proporciones; y el magnesio, el cual forma parte de los cloroplastos y de las moléculas

de clorofila.
1.7.1.2 Microelementos

Indacochea et al. (2019), mencionan que los microelementos como el boro, zinc,
manganeso, cobre, molibdeno, hierro, cloro, son necesarios para que las enzimas
cumplan de manera natural sus actividades funcionales. El hierro ayuda a la
fotosintesis, el manganeso impulsa a formar yemas, y el boro estimula formacion de

callos.
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De igual forma, para Perea (2009), estos elementos son vitales para el crecimiento
vegetal, especifica que el hierro se encuentra en las enzimas redox y en algunos
pigmentos. El manganeso activa las enzimas respiratorias del ciclo de Krebs; el zinc
participa en la sintesis y conservacion de auxinas, esta presente en la raiz; el cobre
actua en los procesos de oxidacién-reduccion. El boro favorece el transporte de los
azUcares en la parte interna de la planta por medio de la pared celular, interviene en la
regulacion hormonal, germinacion, division y crecimiento celular; y el molibdeno

contribuye a la asimilacion del nitrato mediante la enzima nitrato reductasa.
1.7.1.3 Vitaminas

Las vitaminas son uno de los factores que contribuyen al correcto desarrollo de las
plantas, Indacochea et al. (2019), relatan que las vitaminas son esenciales para el
crecimiento de las plantas y diferenciacion en el metabolismo celular; son
componentes de las células vegetales que realizan funciones catalizadoras a través de

reacciones enzimaticas.

Segun Sharry et al. (2015), son compuestos sintetizados naturalmente por las plantas,
sin embargo afiade que en cultivos in vitro, también se aplican de forma artificial con
la finalidad de enriquecer la morfologia de la nueva planta y que contribuyan a mejorar

su respuesta a las diversas condiciones que le ocasionan estrés.
1) Tiamina (B1)

La tiamina, conocida como vitamina B1, de acuerdo con Indacochea et al. (2019),
ayuda a las coenzimas en la fase de respiracion a oxidar el &cido pirdvico. Esta
vitamina es almacenada en los cotiledones y sintetizada en las hojas, generalmente las
plantas producen suficiente vitamina B1 por ellas mismas, sin embargo, para los
cultivos in vitro se puede usar generalmente dosis de 0.4 mg/l, para estimular la
formacion de brotes. Esta vitamina les brinda a las plantas, una resistencia a
enfermedades provenientes de hongos, bacterias y virus, aumentando su resistencia y

fortaleciendo su sistema de defensa.
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2) Adenina

Segun Sharry et al. (2015), esta vitamina es una base nitrogenada presente en los
acidos nucleicos, en los cultivos in vitro es empleada para la formacion de brotes

vegetales proporcionando energia a la célula.
3) Piridoxina (B6)

Perea (2009), indica que esta vitamina actla en procesos respiratorios, brinda energia
a la celula mediante la transformacion de moléculas alimenticias, regula el
metabolismo del nitrogeno, sintetiza aminoacidos creando resistencia a ciertas

enfermedades.
4) Inositol o myo-inositol

Indacochea et al. (2019), recalcan que es un azucar alcohol, que se encuentra presente
en las membranas de los cloroplastos, activa el crecimiento y divisién celular, en los

medios de cultivo se aplica 100 mg/I.
1.7.1.4 Acido Nicotinico

Indacochea et al. (2019), detallan que en los cultivos in vitro se puede aplicar
concentraciones de 0.1 a 10 mg/I, es foto y termoestable, vital para el crecimiento por

lo que estimula a las coenzimas en las reacciones de energia.
1.7.1.5 Fuentes de Carbono

Aguilar et al. (2016), indican que la sacarosa es la mas empleada en los cultivos in
vitro, esta sustancia ayuda al proceso de diferenciacion celular, formacién de

elementos vasculares y de clorofila, las dosis que se aplica es de 2 a 3%.

Segun Sharry et al. (2015), en diversas especies se emplea sacarosa, fructuosa,
maltosa, celobiosa, rafinosa y glucosa, sin embargo se destaca a la sacarosa por ser la
mejor fuente de carbohidratos teniendo del 2 al 5% y es la que generalmente se usa en

la industria de los cultivos in vitro.
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1.7.1.6 Aminoacidos

Segun Aguilar et al. (2016) la participacion de estos elementos ayuda a la proliferacion
de callos y la organogénesis, los de forma D son tdxicas y los de forma L tienen accién

benéfica.
1.7.1.7 Agente gelificante
a) Agar

Indacochea et al. (2019), indican que el agar-agar se agrega en la preparacion de los
medios de cultivo, es un polisacarido insoluble en agua fria, pero en agua hirviendo se
solubiliza, a una temperatura de 45 °C se solidifica, las dosis que normalmente se usan
esde 0.7 a 1.5%.

Sharry et al. (2015), recalcan que cuando los medios de cultivo contienen altas dosis
de sales minerales, el porcentaje de agar debe ser alto. Si el medio es duro, el desarrollo
vegetal decrece, las dosis eficaces oscilan entre 0.7-1.5%, concentraciones menores a

1 g.I't generan hojas suculentas y fragiles (vitrificacion).
1.7.1.8 ElpH

Indacochea et al. (2019), manifiestan que es imprescindible ajustar el pH de la solucién
a un valor no menor a 5.8 para conseguir una adecuada gelificacion del medio y

absorcion de sales minerales.

Sharry et al. (2015), indican que el pH se ajusta con HCI (acido clorhidrico) si el medio
es alcalino y en caso que el medio sea acido se aplica NaOH (hidroxido de sodio),

posterior a la adicion de todos los insumos excluido el agar.
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1.7.1.9 Reguladores de crecimiento

Segun Calva (2005), las fitohormonas son sustancias que producen las plantas y
regulan las reacciones a los diversos factores que se encuentra el material genético

como luz, temperatura y humedad para que se desarrollen normalmente las plantas.

Todas las plantas poseen hormonas, las cuales son encargadas de aportar
caracteristicas tanto en su desarrollo interno como externo, una de estas hormonas es
la auxina, que segun Jordan y Casaretto (2006), es la encargada del desarrollo y
crecimiento de las plantas, mediante la presencia principal del acido indolacético,
aunque también existen otros componentes como el &cido 4-cloro-indolacético, acido

fenilacético, acido indolbutirico y el acido indolpropidnico.

Otra de las hormonas es la citocinina la cual, acorde a Jordan y Casaretto (2006),
ademas de estar presente en los procesos de crecimiento y desarrollo de la planta,
también interviene en el accionar de varios genes; el autor menciona que se pueden
diferenciar dos tipos de esta hormona, el primero corresponde a aquellas que se
generan naturalmente por las plantas, y el segundo tipo son las artificiales, que son

sintetizadas por el ser humano.

Medina (2013), defiende que la relacion de estas hormonas regulariza la morfogénesis
en cultivos de tejidos, por lo que al variar sus concentraciones se ha reformado el
desarrollo de las células indiferenciadas, si la auxina es mayor, el tejido diferenciado
organiza raices, mientras que si la citocinina es mayor, se produce la formacion de
yemas; por otra parte si se las equilibra se produce tanto raices como yemas es decir,

una pléantula.
1) Auxinas

Vega et al. (2016), mencionan que el Acido indol-3-acético es la hormona vegetal
producida por bacterias que controla procesos fisiologicos de la planta para ayudar en
la diferenciacion de tejidos, elongacion, division celular y las respuestas a la luz y la

gravedad.
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Indacochea et al. (2019), definen que estas hormonas combinadas con citocininas son
aplicadas en la multiplicacion y enraizamiento de cultivos in vitro, intervienen en el
crecimiento de &pices caulinares, para cultivos de callos es recomendable utilizar dosis
de 0.1 a5 mg.I"! de 4cido indolacético (AIA).

2) Citocininas

Indacochea et al. (2019), dicen que éstas hormonas acttan en el transporte de auxinas,
estimulan la division celular y retardan el envejecimiento celular, en los cultivos in

vitro usualmente son aplicadas en combinacion de auxinas.

Aguilar et al. (2016), mencionan gue estas hormonas estimulan la division celular,
crecimiento de yemas laterales, inhibe el desarrollo de yemas apicales, combinadas

con auxinas induce a la produccion de tallos y raices.
3) Giberelinas

Cueva y Lucero (2018), indican que para la estimulacion germinativa de las semillas
se debe usar reguladores de crecimiento como las Giberelinas (AGs), sin embargo si
se agrega citocininas el resultado sera méas efectivo en la formacion de brotes,
considerando la concentracion en que se trabaje, asi como las condiciones de luz y
oscuridad. La AGz se emplea generalmente para cultivo de apices o meristemas

caulinares.

Por otro lado Indacochea et al. (2019), mencionan que estas hormonas forman parte
de las plantas, siendo responsables del crecimiento y elongacion de las células,
entrenudos y meristemas, ademas inducen la ruptura de dormancia de semillas o

embriones aislados, e impiden la formacion de tallos y raices adventicias.
4) Acido abscisico (ABA)

Segun Chamorro et al. (2016) este acido regula los procesos vasculares en las plantas
no vasculares (ciclo de vida haploide), por lo cual es denominada hormona del estrés

ambiental.
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Barrueto y Carvalho (2008), indican que el acido abscisico ayuda a la dormancia de
yemas Yy brotes, con el objetivo de conservar plantas de Manihot esculenta a partir de
medio nutritivo aplicando ABA (20 y 30 uM) por un periodo de 90 dias y su posterior

desarrollo en medio sin ABA durante 45 dias.
5) Etileno

Indacochea et al. (2019), recalcan que es una hormona gaseosa que se origina en todos
los 6rganos de las plantas, sin embargo a largo plazo resulta perjudicial para su
desarrollo, debido a que este gas es causante de la disminucion de los 6rganos y el

envejecimiento de la planta.

Cerezo (2017), indica que la estructura del etileno es simple, se presenta en todas las
etapas del ciclo bioldgico de las plantas: germinacion de semillas, respuesta al estrés,
maduracion y senescencia. Se desplaza libremente por los espacios intercelulares,

modula la velocidad de sintesis del gas.
1.8 Micropropagacion

Castillo (2017), define que esta técnica también se le denomina propagacion clonal, en
la cual se necesita una planta madre con el fin de obtener clones (plantas genéticamente
idénticas), mediante el uso de sus hipocétilos, cotiledones, hojas, yemas, apices,
segmento de tallo, meristemas, embrién, nudo, semillas y/o anteras. De acuerdo a
Calva (2005), la micropropagacion se usa para conseguir clones somaticos y regenerar

plantas completas, de esta manera disponer de cultivos exentos de microorganismos.

Dominguez et al. (2008), rectifican que esta técnica permite propagar plantas
conservando la particularidad de la planta madre, en ambientes controlados
(temperatura, humedad y luz) en un espacio pequefio, plantadas en medios de cultivo
que contienen fuentes de carbono, nitrogeno, sales inorganicas, reguladores de
crecimiento, vitaminas y aminoacidos, en recipientes estériles; con el propdsito de

obtener materiales libres de bacterias, hongos, etc.

Sharry et al. (2015), consideran que la micropropagacién favorece la obtencion de

diversidad de plantas libres de virus, una tasa muy alta de multiplicacion; mediante
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cultivo de meristemas, produciendo alteracion genética. Para usarlas posteriormente

en cultivo a campo o para otras biotécnicas.
1.8.1 Edad del explante

Recalde (2007), menciona que en plantas de Nepeta hederacea variegata se utiliz6
esquejes de un afio de edad, puesto que las plantas donantes fueron cultivadas en

condiciones de invernadero.
1.8.2 Luzy Fotoperiodo

Todos los cultivos in vitro independientemente de su especie, necesitan determinadas
condiciones como horas de luz y oscuridad, temperatura y humedad relativa, para
conseguir un desarrollo favorable y no interrumpir ninguno de sus procesos vitales,
segun Borrero (2007), para las plantulas de Solanum betaceum la temperatura que se
requiere en la camara de cultivo oscila entre 18 y 24 °C y fotoperiodo de 16h luz y 8h
de oscuridad.

En cambio, Recalde (2007), recalca que para el establecimiento de plantas Nepeta
hederacea variegata in vitro, la temperatura media de la cAmara de cultivo puede ser
de 21+2 °C, la humedad relativa media de 70+3% y el fotoperiodo de 16h luz y 8h de
oscuridad, siendo 2000 lux la intensidad luminica proveniente de tubos fluorescentes

blancos.

Herndndez y Chico (2020), sefiala que material vegetal de Physalis peruviana
(Solanaceae silvestre) se puede mantener en el cuarto de cultivo a una temperatura

promedio de 25 °C y fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad.

Por otra parte Gorriz (2019), menciona que en una especie como el melén (Cucumis
melo) también es necesario un fotoperiodo de 16 horas luz ademés de contar con una
intensidad luminica de 2000 luxes y una temperatura que varia entre 26 °C durante el
periodo luminoso y 22 °C en la oscuridad, mientras que la humedad relativa varia entre

40% y 70% dependiendo el periodo.
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1.9 Etapas del cultivo in vitro
1.9.1 Eleccion de explante

Calva (2005), indica que la incubacion de los explantes requiere ambientes de luz,
temperatura y humedad examinadas constantemente, para que el desarrollo de la

micropropagacion sea el apropiado.

Sharry et al. (2015), relatan que en la eleccion del explante se usa frecuentemente las
yemas apicales, yemas axilares, discos de hoja, secciones de raiz y meristemas, de

plantas jévenes o zonas de crecimiento activas para que el desarrollo sea superior.

Maestu (2018), menciona que los tipos de explantes con lo que se puede trabajar en
plantas in vitro son cotiledones proximal y distal (parte central se divide en cuatro
cortes longitudinales), limbo de hoja (dos cortes transversales), peciolo de foliolo (un

corte a unos mm del raquis), peciolo de hoja (cortes transversales de 4 mm).

Mroginski et al. (2011), recalcan que para el estudio del proceso fisiol6gico mediante
callos, se puede usar explantes jovenes obtenidos de germinacion de semillas, para el
estudio de requerimientos nutricionales se utiliza el cultivo de ovarios fecundados,

para el estudio de formacion de las fibras en algodon se requiere del cultivo de 6vulos.
1.9.2 Desinfeccion

Medina (2013), sefiala que la desinfeccion se realiza sumergiendo las semillas en
etanol al 80% durante 1 minuto, seguido de una solucién al 20% de Cloro comercial
con 0.01% de Tween, durante 15 minutos. Para la desinfeccion de las semillas es
necesario separar las secas de las buenas, Cueva y Lucero (2018), indican que las que
estaban en buen estado fueron colocadas en cajas Petri, luego se coloca en alcohol al
70% en agitacion constante durante 1 minutos, en seguida se enjuaga con agua
destilada esteéril, posteriormente se lava con hipoclorito de sodio al 20% més una gota
de jabon liquido por 5 minutos, asi mismo se enjuaga con agua destilada estéril,
consecutivamente se coloca peroxido de hidrogeno al 10% y se agita durante 5

minutos, finalmente se enjuaga con agua destilada estéril.
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Pequefio et al. (2015), muestran en su investigacion que el material vegetal
seleccionado en campo, se lavé con jabon liquido y agua potable, luego con etanol al
70% por 30 segundos, adicionalmente con una solucién de NaClO al 3.24% mas
tween-20 al 0.1%, después enjuagaron con agua estéril, finalmente los incubaron en
agua por una hora. En cambio Criollo et al. (2016), detallan que el proceso de
desinfeccion de semillas de Solanum betaceum consiste en: sumergirlas en yodo por
aproximadamente 15 minutos, lavarlas tres veces con agua estéril, colocarlas en una
solucién de hipoclorito de sodio al 1.5% por 10 min y para terminar enjuagarlas con

agua estéril cinco veces.
1.9.3 Establecimiento in vitro

Segun Cueva y Lucero (2018), se debe tomar en cuenta que en la mayoria de cultivos
in vitro el material vegetal que se usa son comerciales, porque no han sufrido algun
tipo de seleccion. Asimismo, Indacochea et al. (2019), enfatizan que en la fase
preparativa se deben seleccionar plantas madres jovenes con caracteristicas fenotipicas
especiales, utilizar explantes pequefios para evitar posibles contaminaciones y

cultivarlos en camaras con ambientes controlados (25 °C + 2 °C; 60 umol.m?. s%).
1.9.4 Multiplicacion de brotes

Osunay Saucedo (2011), declaran que para multiplicacién de brotes se colocan yemas
axilares y apices de aproximadamente un centimetro, en frascos de vidrio con el medio
de cultivo MS, con las respectivas dosis de hormonas de crecimiento. Ademas para
que en esta etapa se mantengan y aumenten los nimeros de brotes, Sharry et al. (2015),
sefialan que debe tomarse en cuenta la importancia de los medios de cultivo, hormonas

vegetales y las condiciones de crecimiento.

Aguilar et al. (2016), indican que el prop6sito de esta etapa es reproducir explantes y
aumentar el nimero de plantas a corto plazo con el adecuado manejo del sistema. Para
ello, como muestra la Tabla 4, en el caso de Nepeta hederacea variegata (especie
ornamental), Recalde (2007), menciona que realizaron cortes de 0.5 cm de largo, los

cuales fueron sembrados en los siguientes medios de cultivo:
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Tabla 4. Multiplicacion de brotes.

Sales Agar ANA BAP
Tratamiento minerales Sacarosa (g/l)  (g/l) (ppm) (ppm)
T1 MS 30 7 0.1 0.0
T2 MS 30 7 0.1 0.5
T3 MS 30 7 0.1 1.0
T4 MS 30 7 0.1 15
T5 MS 30 7 0.1 2.0

Fuente: Recalde (2007).
Elaborado por: Katty Montoya

1.9.5 Enraizamiento

La etapa de enraizamiento es segin Aguilar et al. (2016), donde se acondicionan las
plantulas para generar raices, en condiciones asepticas y puedan ser trasplantadas a
invernadero; para ello al medio de cultivo se adiciona concentraciones de auxinas, con

una temperatura apta de 20 a 30 °C.

Recalde (2007), menciona que para enraizar plantulas in vitro, se usan brotes de 0.5
cm de largo empleando sales de Murashige y Skoog (1962), sacarosa 30 g/l, agar 7 g/l
y 1 ppm ANA al medio de cultivo ajustando el pH a 5.7; los frascos fueron esterilizados
en autoclave a 121 °C y 15 psi de presion durante 15 min y se incubaron por 30 dias

en la cdmara de cultivo.
1.9.6 Aclimatacion

La aclimatacion debe ser manejada con alta precaucion, Aguilar et al. (2016), sefialan
que los riesgos que las plantulas presentan al momento de trasplantar a invernadero
compromete la sobrevivencia. EI método adecuado es separar el medio de las raices y
enjuagarlas correctamente, posterior a esto se clasifica por tamafio para tener

homogeneidad y manejarlas facilmente.

Para evitar el estrés de las plantulas la humedad relativa debe ser alta desde el inicio,
colocando las bandejas con sistemas de nebulizacién o en coberturas de plastico, el
sustrato inerte compuesto por mezclas de musgo, arena, cascarilla de arroz, vermiculita
o perlita, necesita tener buena capacidad de retencion hidrica para que se mantenga

suelto; después de un mes se aplica fertilizante para que la planta se desarrolle
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satisfactoriamente. Para la prevencién de plagas es recomendable realizar

pulverizaciones con fungicidas e insecticidas.

Segun Cardenas et al. (2016) para aclimatar a la especie Solanum dolichosepalum
(frutillo), se debe extraer las plantulas de los frascos, eliminar con agua el agar de las
raices, y colocarlas en vasos plasticos de 100 ml contenidos de sustratos como tierra,
tierra: mantillo de bosque (3:1), tierra: turba (3:1), tierra: arena (3:1) y tierra: mantillo:
arena (3:2:1), establecerlas en un invernadero con riego durante una semana por

nebulizacidn, posteriormente realizar riego manual aproximadamente por dos meses.

En el trabajo realizado por Criollo et al. (2016), mencionan que las plantulas de
Solanum betaceum fueron sembradas en semilleros con turba y colocadas en un vivero
con temperatura aproximadamente 25 °C, HR del 80% y 50% de luminosidad, pasado

el mes evaluaron el nimero de plantas vivas.

Recalde (2007), recalca que en esta etapa se retiran las plantulas del medio de cultivo
para eliminar con suficiente agua los residuos de las raices, posteriormente las
colocaron en una solucion de fungicida (Eurapen 1 g.I'), luego se sembraron en
bandejas con sustrato (50% coco + 50% turba), aplicando la fitohormona Hormonagro
#1 (ayuda a formar raices) y se colocaron en diversas areas de aclimatacion empleando

los siguientes tratamientos (Ver Tabla 5):

Tabla 5. Aclimatacién de plantulas en vivero.

Tratamiento Area Tanel  Area Propagacion Area Aclimatacion
T1 2 semanas 2 semanas
T2 2 semanas 2 semanas
T3 4 semanas

Fuente: Recalde (2007).
Elaborado por: Katty Montoya

1.10 Agentes contaminantes

Hernandez (2010), recalca que los contaminantes dentro de los cultivos in vitro se los
denomina como vitropatdgenos, estos pueden ser hongos, bacterias y levaduras que
son los que compiten con los explantes por los nutrientes del medio, produciendo

metabolitos tdxicos que colonizan los tejidos y deterioran la multiplicacion vegetal a
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causa de la deficiente manipulacion del personal operador en los laboratorios, por

aberturas naturales, heridas.

Por otra parte, Aguilar et al. (2016) exponen que las fuentes de contaminacion son el
inadecuado manejo del material genético, escasas técnicas de asepsia, esterilizacion
parcial del medio de cultivo, desperfectos en los equipos, aparicion de acaros, trips y
hormigas, formas de desinfeccion incorrectas en la fase de establecimiento del cultivo;
puesto que dan inicio a la proliferacién de hongos filamentosos como Aspergillus,
Cladosporium, Penicillium, Fusarium, Alternaria, Neurospora, entre otros. También
explica que, para disminuir los agentes patoldgicos, se puede aplicar fungicidas
sintéticos y bactericidas, aunque en algunos casos 10s microorganismos requieren un
lapso de tiempo para adaptarse, previo a manifestarse generalmente en la fase de

multiplicacion.
1.11 Oxidacion fenodlica

La oxidacion en los explantes puede ser causado por el agente desinfectante que se
empled durante la preparacion. Azofeifa (2008), expresa que las estrategias para
impedir la oxidacion son, usar material vegetal juvenil, el explante debe crecer en baja
temperatura y luminosidad, realizar subcultivos con frecuencia, usar medio de cultivo
en estado liquido, utilizar componentes adsorbentes y antioxidantes en el medio de
cultivo, la concentracién de iones de hidrogeno del medio de cultivo debe ser baja, y

también los reguladores de crecimiento deben usarse segun el material vegetal.

Pequefio et al. (2015), afirman que aplicar hipoclorito de sodio provoca la activacién
indirecta de la enzima polifenol oxidasa (PPO), causando la oxidacién y necrosis de

los explantes, lo que impide su correcto desarrollo, terminando en su muerte inevitable.

Para disminuir la oxidacion de los explantes, Aguilar et al. (2016), indican que existen
varias técnicas tales como: aplicar dosis moderadas de fitohormonas al medio de
cultivo, incubar los explantes bajo oscuridad o intensidad luminica reducida, usar
acido citrico, é&cido ascorbico, polivinilpirrolidone (PVP), carbén activado

(antioxidantes).
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1.12  Vitrificacién

Sharry et al. (2015), verifican que este problema se da cuando la humedad relativa y
el potencial de agua afecta a la fotosintesis y traspiracion; por causas como humedad
excesiva, factores nutricionales, baja intensidad luminica, recipientes que afectan el
intercambio gaseoso, altas concentraciones de fitohormonas; por ello, para evitar este

problema se puede utilizar frascos con filtro para mejorar el intercambio gaseoso.

Aguilar et al. (2016), expresan que la vitrificacion en los explantes se da debido al
abuso de la dosis de citocininas, a la humedad relativa en el frasco y a las dosis altas

de agar por su efecto reductor de citocinina.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Ubicacion y descripcidn del lugar del experimento

La presente investigacion se ejecuté en el Laboratorio de Mejoramiento y
Micropropagacion Vegetal del Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas (CIB) de la
Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena, que se encuentra ubicada en La
Libertad, provincia de Santa Elena, la zona presenta una altura de 10 msnm, una latitud
de 2°13°55.83”” y una longitud de 80°52°33.30”’

=z
Figura 2. Laboratorio de Mejoramiento y Micropropagacion Vegetal del Centro de
Investigaciones Biotecnolégicas (CIB) UPSE.

2.2 Materiales y equipos

2.2.1 Material genético

2.2.1.1 Semillas UPSE-78y 19

Los materiales genéticos utilizados en el ensayo fueron obtenidos de las nuevas lineas
promisorias de la UPSE, tolerantes a estres hidrico que se desarrollaron durante los
afios 2013 al 2019 provenientes de los hibridos Daniela y Acerado que fueron
germinados en altas concentraciones de agua de mar, con el pedigri, denominados
UPSE-78 y UPSE-19. En las Tablas 6 y 7 se observa sus respectivas caracteristicas

agronomicas.
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Tabla 6. Caracteristicas agronémicas de la Linea UPSE-78.

Caracteristicas Detalle

Dias a floracion 40 dias DDT
Altura de Planta 1.14 - 1.35m
Numero de Racimos Florales 5a7

Numero de frutos por racimo 5-8

Peso Promedio de Fruto 108 - 110g
Rendimiento (Ton/ha) 54 a100
Grados Brix 4.19

Dureza de la pulpa 5.14

Estrés Hidrico TOLERANTE

Resistencia a Prodiplosis longifila y otras MODERADA

plagas que afectan al cultivo

Elaborado por: Katty Montoya.

Tabla 7. Caracteristicas agronémicas de la Linea UPSE-19.

Caracteristicas Detalle

Dias a floracién 45 dias DDT
Altura de Planta 1.38- 1.45m
Numero de Racimos Florales 4a6

Numero de frutos por racimo 3ab

Peso Promedio de fruto 134-160 g
Rendimiento (Ton/ha) 32a90
Grados Brix 3.54

Dureza de la pulpa 5.26

Estrés Hidrico TOLERANTE

Resistencia a Prodiplosis longifila y otras
] MODERADA
plagas que afectan al cultivo

Elaborado por: Katty Montoya.
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2.2.1.2 Hibrido MICAELA HA-1903

Rivera (2010), sefiala que éste hibrido es de crecimiento indeterminado y tiene un
follaje con excelente ventilacion, se puede cultivar en la sierra y la costa. Posee las

siguientes caracteristicas agrondémicas (Tabla 8).

Tabla 8. Caracteristicas agronémicas del Hibrido MICAELA HA-1903.

Caracteristicas Detalle
NUmero de Racimos Florales 8al0
Numero de frutos por racimo 5a8
Peso Promedio de fruto 190-250 g
Rendimiento (Ton/ha) 200 a 220
Estrés Hidrico TOLERANTE
Resistencia a Prodiplosis longifila y MODERADA

otras plagas que afectan al cultivo

Elaborado por: Katty Montoya.

2.2.2 Materiales de laboratorio

MATERIALES

Cinta Parafilm

Cinta aislante blanca
Espatula mango de madera
Frascos de vidrio 250 cm?®
Gasa

Hojas de bisturi N° 15

Matraz Erlenmeyer 250 cm?, 500 cm?,

1000 cm?®
Mango de bisturi N° 3

Mechero de alcohol

Papel filtro

Pinza bayoneta de Jansen
Papel aluminio

Papel toalla

Plastico stretch film

Puntas de pipeta cito test 1000-100ul,
100 — 10ul
Probeta 250 cm3, 50 cm?

Tubos falcon 15 cm?®
Tubos de ensayo vidrio tapa rosca
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EQUIPOS REACTIVOS

Autoclave Agar

Agitador magnético con calefaccion Alcohol

Balanza analitica Agua destilada

Camara de flujo laminar Antibioticos: Fluconazol y Gentamicina
(160mg)

Camara de crecimiento Hipoclorito de sodio (NaClO)

Calibrador vernier Hormona Citocinina: Kinetina

Estufa Hormona Auxina: AIA

Micropipeta 1000-100ul, 100 — 10ul Sacarosa

Peachimetro digital Sales de Macro y Micronutrientes MS

Vitamina Tiamina HCL
Vitamina Inositol

2.3 Disefio experimental y tratamientos

2.3.1 Tratamientos

El experimento se analizé mediante un Disefio Completamente al Azar (DCA) con
arreglo factorial 3x4, considerando tres concentraciones con hormonas y uno sin
hormonas (testigo) y tres materiales genéticos como se indica en la Tabla 9, con un

total de 12 tratamientos y 3 repeticiones (Tabla 10).

Tabla 9. Material genético y sus concentraciones de hormonas.

Material genético Concentraciones Citocinina-Auxinas
MG1: UPSE-19 Medio de cultivo 1: MC1 (0.00 mg/l)

Medio de cultivo 2: MC2 (0.4 mg/l citocinina-0.25 mg/I
MG2: UPSE-78 )

auxina)

Medio de cultivo 3: MC3 (0.6 mg/I citocinina-0.28 mg/I
MG3: MICAELA _

auxina)

Medio de cultivo 4; MC4 (0.65 mg/I citocinina-0.26 mg/I

auxina)

Elaborado por: Katty Montoya.
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Tabla 10. NUmero de tratamientos y repeticiones.

Numero de Tratamientos Tratamientos Repeticiones
T1 MG1M1 1
T2 MG1M2 1
T3 MG1M3 1
T4 MG1M4 1
T5 MG2M1 2
T6 MG2M2 2
T7 MG2M3 2
T8 MG2M4 2
T9 MG3M1 3

T10 MG3M2 3
T11 MG3M3 3
T12 MG3M4 3

Elaborado por: Katty Montoya.

2.3.2 Disefio experimental
El ensayo estuvo conformado de tres materiales genéticos y cuatro concentraciones

con tres repeticiones donde en cada tratamiento se incluyé el testigo absoluto, con un

total 36 unidades experimentales.

2.3.3 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados con el programa estadistico InfoStat,
aplicando la prueba de Duncan p<0.05.

Tabla 11. Anélisis estadistico.

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

Elaborado por: Katty Montoya.
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Se obtuvo un error experimental de 24 en grados de libertad, como se menciona en la
Tabla 11. En total se considero 3 frascos por tratamiento (repeticiones), obteniendo un
total de 35 (Gl).

2.3.4 Delineamiento experimental

a. Disefio experimental DCA con arreglo factorial 3x4
b. Tratamientos 12

c. Repeticiones 3

d. Ndmero Total de frascos en el ensayo 36

e.  Numero de brotes por frasco 5

f.  NUmero de frascos por tratamiento 3

g. Total de brotes por tratamiento 15

h. Total de brotes 180

2.3.5 Conversion de datos a logaritmo y raiz cuadrada

Para el tratamiento de los resultados, se considerd necesario convertir en ciertos casos
los datos obtenidos, aplicando logaritmo (Log(x+1)) y raiz cuadrada (Raiz

(x*100+0.5)), dado que existié exageracion en el coeficiente de variacion.

2.4 Manejo del experimento

2.4.1 Asepsia de instrumentos
Es necesario mantener limpios los instrumentos de trabajo para evitar contaminaciones

futuras en la propagacion de las plantulas, por ello se desinfectd previo a su empleo
(Figura 3).
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Figur 3. a. Limpieza de instrumentos de Iatorio, b. Lavado de materiales, c. Secado de
materiales.
Fuente: Katty Montoya, (2020)

2.4.2 Esterilizacion de los materiales de laboratorio

Antes de proceder a esterilizar los materiales de vidrio, se remoj6 durante media hora
en una solucién de hipoclorito de sodio al 30%, y se enjuag6. Una vez lavados, se
coloco en la estufa (80 °C durante 2 horas), con algodon y papel aluminio en la
superficie a los materiales que son de vidrio; esto se realizd para eliminar

microorganismos presentes en el material (Figura 4).

Figura 4. a. Materiales esterilizados, b. Esterilizacion del material en la
estufa, c. Destilacion de agua.
Fuente: Katty Montoya, (2020)

2.4.3 Esterilizacion de semillas

Para el correcto desarrollo del experimento, fue necesario realizar la desinfeccion de
las semillas para la eliminacion de los restos organicos o quimicos, primero con agua

normal y luego con desinfectante liquido agitando varias veces, se enjuagd hasta
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eliminar la espuma; posteriormente se llevé a la camara de flujo laminar, donde
finalizo la desinfeccidn utilizando una solucién de hipoclorito de sodio al 50% durante
treinta minutos; consecutivamente se enjuago tres veces con agua destilada estéril por

un lapso de 5, 10, y 15 minutos respectivamente (Figura 5).

Figura 5. Desinfeccion de semillas.
Fuente: Katty Montoya, (2020)

2.4.4 Pre-germinacion de semillas

En la camara de flujo laminar, se colocO cajas Petri, pinzas, recipiente con agua
destilada estéril, papel filtro, gotero, cinta parafilm y semillas, todo previamente
esterilizado; se introducen en las cajas Petri dos pedazos circulares de papel filtro, se
adicioné 7 ml de agua destilada estéril con ayuda del gotero, posteriormente se
depositaron las semillas, finalmente se sellé con cinta parafilm y se dejo en reposo por

cuatro dias en oscuridad para promover la emergencia de la radicula (Figura 6).

Figura 6. a. Incubacion de semillas, b. Muestras de semillas pre-
germinadas.
Fuente: Katty Montoya, (2020)
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2.4.5 Preparacion de medio de cultivo para germinacion (M1)

El medio de cultivo necesita varios componentes para que las semillas germinen
normalmente, para la preparacion de un litro de medio se especifica en la Tabla 12 las

caracteristicas de dichos componentes:

Tabla 12. Componentes del M1.

Agar 749/l

Sales MS 59/
Sacarosa 30 g/l
Vitaminas B5* (20 ml)
Inositol (200 mg/l)
TH-CI (1 mg/l)

*Solucién madre
Elaborado por: Katty Montoya

En un matraz Erlenmeyer, se colocd 500 ml de agua destilada estéril, se agrego sales,
sacarosa y vitaminas, se disolvio todo con un agitador de vidrio, se midio el pH hasta
un rango de 5.6 a 5.8; en el caso que la solucion se encuentre con pH &cido se aplica
hidroxido de sodio, si la solucion es alcalina se regula con &cido clorhidrico. A
continuacién, se afiadio el agar con los 500 ml restantes de agua destilada, por dltimo,
se coloco un agitador magnético para mezclar la solucion, el cual fue ubicado en un
termo agitador durante 15 minutos. Después se trasladé el MS al autoclave para
esterilizarlo, a 121 °C, 15 PSI, por un lapso de 45 min. Una vez tibio el medio de
cultivo, previo a dispensar en los frascos, se aplicé 1.60 mg/I de antibiéticos (0.80 mg

de fluconazol y 0.80 mg de gentamicina) (Figura 7).
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Figura 7. a. Pesaje de insumos, b. Preparacion de medios de cultivo, c. Medio de
cultivo listo para dispensar.

Fuente: Katty Montoya, (2020)

2.4.6 Siembra de semillas

La camara de flujo laminar se desinfect6 previamente con alcohol, para proceder a
colocar dentro los materiales, tales como pinzas, papel filtro, plastico stretch film,
mechero de alcohol, vaso de precipitacion con alcohol al 70%, cinta aislante blanca,
esfero, cajas Petri con semillas pre-germinadas y frascos de vidrio con medio de
cultivo solido, que igualmente se esterilizaron y desinfectaron. Posterior a esto, se
procedié a sembrar las semillas pre-germinadas, con ayuda de pinzas previamente
flameadas se acomodaron las semillas dentro del frasco, el cual al finalizar se cubre
con papel aluminio y se sella con film plastico, para la prevencion de futuras
contaminaciones. Enseguida se introdujeron los frascos en la camara de crecimiento,
manteniendo una temperatura de 22 a 26 °C con fotoperiodos de 8 horas de oscuridad

y 16 horas de luz (Figura 8).

by

Figura 8. a. Semillas germinadas, b. Siembra de semillas.
Fuente: Katty Montoya, (2020)
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2.4.7 Preparacion de medio para siembra de explantes (M2)

El medio de cultivo para explantes requiere varios insumos para que desarrolle brotes

sin dificultad, los componentes por litro de agua destilada se detallan en la Tabla 13.

Tabla 13. Insumos del M2.

Agar 6 g/l

Sales MS 2.5/l

Sacarosa 30 g/l

Vitaminas B5* (20 mi)

Inositol (100 mg/L)

TH-CI (1 mg/L)
Fitohormonas

Acido Indolacético (AIA) 0.25; 0.26; 0.28 mg/L
Kinetina 0.40; 0.60; 0.65 mg/L

*Solucién madre
Elaborado por: Katty Montoya

Se realizd el mismo procedimiento que en el M1, con diferencia que después de

colocar las vitaminas se afade las fitohormonas.

2.4.8 Siembra de meristemas apicales

Transcurridos 15 dias se procedid a elegir explantes para que se desarrollen en un
medio con hormonas vegetales, para ello se ubicaron los materiales indispensables
para realizar dicho trabajo, entre ellos pinzas, papel filtro estéril, mechero de alcohol,
recipiente con alcohol al 70%, plastico stretch film, bisturi, cinta aislante, frascos de
vidrio con medio de cultivo solido y las plantulas. Una vez dentro de la camara de flujo
laminar previamente desinfectada, se procedi6 a cortar el hipocétilo y la mitad de los
cotiledones, con las pinzas se ubicaron los meristemas en el medio, asi mismo se sell6
herméticamente con papel aluminio y plastico stretch film, por Gltimo, se etiqueta cada

tratamiento (Figura 9).
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| \
Figura 9. a. Plantulas de UPSE-78, UPSE-19 y MICAELA; b. Cortes de explantes de
UPSE-78, UPSE-19 y MICAELA,; c. Siembra de explantes.
Fuente: Katty Montoya, (2020)

2.5 Variables Experimentales

2.5.1 Porcentaje de explantes con contaminacion visible

Se determind a los 12, 19 y 26 dias después del establecimiento del ensayo, mediante
el conteo de explantes contaminados. El resultado de esta variable estd expresado en

porcentaje aplicando la siguiente ecuacion:

numero de explantes contaminados
*

100
Total de explantes

%Contaminacioén =

2.5.2 Porcentaje de Oxidacion o Necrosis
Para conocer el porcentaje de oxidacién se contabilizaron los explantes que

presentaron oxidacion y/o necrosis a los dias 12, 19 y 26, evaluando segun la escala
(Tabla 14) de Guaman (2018):
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Tabla 14. Escala de porcentaje de oxidacion o necrosis.

ESCALA NOMBRE DETALLE

El explante es viable y no muestra oxidacion

1 No oxidado degenerativa de tejido.

Existencia de necrosamiento pero no muy avanzado,

2 Oxidado vivo  lo cual permite viabilidad del explante.

3 Oxidado muerto  Necrosamiento total.

Fuente: Guaman (2018)
Elaborado por: Katty Montoya

2.5.3 Longitud de la plantula

La longitud de las plantulas se evalud a los 5, 12, 19y 26 dias, posteriores a la siembra
del explante, utilizando un calibrador vernier para medir desde la base hasta el &pice

del tallo, los resultados fueron medidos en centimetros.

2.5.4 Porcentaje de explantes que responden a cada medio de cultivo

Se determiné a los 5, 12, 19 y 26 dias después de la siembra, mediante el conteo de

explantes vivos sin oxidacion, expresando el resultado porcentual.

N° Explantes no oxidados
%Explantes = * 100
total de explantes

2.5.5 Promedio de brotes por explante

Se contabiliz6 la cantidad de brotes que presentaba cada explante a los 26 dias

posteriores a la siembra, obteniendo su promedio mediante la siguiente formula:

Total de brotes
total de explantes con brotes

Prom de brotes por explante =
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2.5.6 Numero de explantes que forman plantas completas

A los 26 dias después de la siembra del explante, se cuantificaron las plantulas que
presentaron raiz, tallo y hojas.

2.5.7 Promedio del numero de hojas

La siguiente variable fue evaluada visualmente, contabilizando el nimero de hojas por

plantula a los 26 dias, utilizando la siguiente formula.

Total de # de hojas
total de explantes

Promde # de hojas =
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Porcentaje de explantes con contaminacion visible

MG1 (Upse-19) MG2 (Upse-78) MG3 (Micaela)

6,00
5,52
5,00 453 453

4,00

3,00

9% Contaminacién

2,00

1,00 0,71 0,71 0,71 0,71 0,71

0,00

MC1 MC2 MC3 MC4

Medio de cultivo

Figura 10. Porcentaje de contaminacion en medios de cultivo in vitro de Solanum lycopersicum
evaluado a los 19 dias, en los materiales genéticos Hibrido MICAELA, UPSE 19 y 78, con diferentes
concentraciones de auxinas/citocininas.

En la Figura 10 se observa que en los tres MG (materiales genéticos) se mantuvieron
en el mismo porcentaje de contaminacion con un valor de 0.71 %, en los MC (medios
de cultivo) 3 y 4, mientras que UPSE-19 y UPSE-78 obtuvieron un porcentaje similar
de contaminacion de 4.53% en el testigo medio de cultivo 1 (MC1) y en el medio de
cultivo 2 (MC2) respectivamente, en cambio en MICAELA en MC2, su porcentaje de

contaminacion fue mas alto con un valor de 5.52%.

En base a lo anteriormente expuesto se puede mencionar que los materiales genéticos
mejorados UPSE 19y 78 se presentaron mas tolerantes a la contaminacion a diferencia
de MICAELA que en las mismas dosis de auxinas y citocininas (0.40 mg/I citocinina-
0.25 mg/l auxina) obtuvo un porcentaje mas alto de contaminacion. Asi mismo se
puede mencionar, que existe una correlacion entre las dosis y la contaminacion, es

decir que a menor dosis mayor contaminacion.
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Al respecto Aguilar et al. (2016), mencionan que la contaminacion se debe al
incorrecto manejo de la fase en la cual se realiza el establecimiento del cultivo,
teniendo como consecuencia la proliferacion de hongos desarrollandose en colonias
que son visibles después de dos semanas de incubacién, para disminuir estos agentes
patdgenos se puede aplicar fungicidas sintéticos como Benomil y Mancozeb en
proporcion de 2 'y 10 g/l respectivamente y los bactericidas cetofaxina y ampicilina en

una relacién de 25 mg/I.

Por otro lado Morales (2016), demuestra en su investigacion que para mantener una
completa esterilidad de los explantes y exista mayor germinacion, el tratamiento de
desinfeccion mas eficaz es: alcohol al 30% por 10 min, hipoclorito de sodio al 30%
durante 10 min y perdxido de hidrogeno al 7% por 8 min y finalmente enjuagados con

agua destilada estéril.

3.2 Porcentaje de Oxidacion o Necrosis

6,00 -
5,52

5,00 1 4,53

4,00 1
S 3,24 3,24 324 3.4
_‘1; 3,00 - = MG1 (Upse-19)
O = MG2 (Upse-78)
S

2,00 - MG3 (Micaela)

1,00 A 71 0,71

i

MC1 MC2 MC3 MC4
Medio de cultivo

Figura 11. Porcentaje de oxidacion en medios de cultivo in vitro de Solanum lycopersicum a los 26 dias
de evaluacion, en los materiales genéticos Hibrido MICAELA, UPSE 19 y 78, con diferentes
concentraciones de auxinas/citocininas.

En la Figura 11 se refleja que UPSE-19 en el medio de cultivo 2 (MC2) tuvo el menor
porcentaje de explantes oxidados (0.71%), mientras que el UPSE-78 en el medio de

cultivo 4 (MC4) fue el que presentd mayor oxidacion con un valor de 4.53%, por
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ultimo, MICAELA se mantuvo con un valor de 3.24% en los tres medios de cultivo
con hormonas (MC2, MC3 y MC4).

Dicho de otro modo, el material MICAELA present6 una oxidacion considerable, en
comparaciéon con los deméas materiales genéticos. Por lo tanto, la utilizacion de
minimas dosis de hormonas ayuda a los explantes a sostener un crecimiento deseable.
Estos resultados concuerdan con Aguilar et al. (2016), quienes reafirman que aplicar
concentraciones bajas de fitohormonas ayuda a la prevencién de la oxidacion de los

explantes.

Cabe destacar lo indicado por Pequefio et al. (2015), dado que la causa indirecta de la
oxidacion se debe al agente desinfectante hipoclorito de sodio, lo cual prueba que dafia

los tejidos del explante.

Segun Recalde (2007) cuando se utiliza alcohol (70%) para desinfectar los explantes
el porcentaje de necrosis aumenta, mientras que cuando se aplica simplemente cloro

(20%) el porcentaje disminuye considerablemente.

3.3 Longitud de la plantula

Tabla 15. ANDEVA (p < 0.05) de la variable longitud de la plantula (mm) de Solanum
lycopersicum en Factor A (Material genético) en cuatro dias evaluados.

Dias evaluados G.L F. Cal p-valor
Dia5 2 36.54 <0.0001*
Dia 12 2 12.48 <0.0001*
Dia 19 2 13.44 <0.0001*
Dia 26 2 18.36 <0.0001*
CvYVY 13.07%; 14.41%; 11.63%; 11.30%

* Significativo (p<0.05)
1/ Dias a la evaluacion
Elaborado por: Katty Montoya

En la Tabla 15 se aprecia el Analisis de la varianza del Factor A en la variable longitud
de la plantula, cuyos resultados demuestran que existe diferencias estadisticas

significativas en funcion a p-valor, en todos los dias de la evaluacion. Asi mismo, el
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coeficiente de variacion se presenta aceptable en todos los dias evaluados, de acuerdo

a los porcentajes, en un ambiente controlado.

1’1 _ A A

0,9 T A
0,8 B

0,7 -
0,6 - A mDija5
0,5 - B B m Dia 12
0.4 1 Dia 19

0.3 1 Dia 26
0,2 -

0,1 A

Longitud de la plantula

MG1 (UPSE-19) MG2 (UPSE-78) MG3 (MICAELA)

Material genético (Factor A)

Figura 12. Resultados de cuatro evaluaciones de la longitud de la plantula in vitro de Solanum
lycopersicum, en los materiales genéticos Hibrido MICAELA, UPSE 19y 78 (Factor A).

En la Figura 12 se muestra los resultados del Factor A (Material genético) en el cual
existe diferencias estadisticas significativas en los dias evaluados 5, 12, 19 y 26; donde
se observa que los materiales genéticos UPSE-19 (MG1), UPSE-78 (MG2) y
MICAELA (MG3) en el dia 5 obtuvieron las siguientes longitudes: 0.45 mm, 0.55 mm
y 0.44 mm respectivamente; en cambio en el dia 12 llegaron a 0.71 mm, 0.80 mm y
0.69 mm; en el dia 19 alcanzaron 0.94 mm, 0.98 mm y 0.86 mm; y en el dia 26 lograron
1.07 mm, 1.09 mm y 0.95 mm. Segun las longitudes mencionadas se aprecia que el

material que tuvo mayor desarrollo fue UPSE-78.

Tabla 16. ANDEVA (p < 0.05) de la variable Longitud de la plantula (mm) de Solanum
lycopersicum en el Factor B (Medio de cultivo) en cuatro dias evaluados.

Dias evaluados G.L F. Cal p- Valor
Dia5 3 1061.42 <0.0001*
Dia 12 3 349.46 <0.0001*
Dia 19 3 570,82 <0.0001*
Dia 26 3 471,42 <0.0001*
cvYv 13.07%; 14.41%; 11.63%; 11.30%

* Significativo (p<0.05)
1/ Dias a la evaluacion
Elaborado por: Katty Montoya
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En la Tabla 16 se muestra el Analisis de la varianza del Factor B en la variable longitud
de la plantula, que da como resultado diferencias estadisticas significativas en todos
los dias evaluados en funcion a p-valor. De igual manera, los porcentajes del

coeficiente de variacion son admisibles, en un ambiente controlado.

A A
1,6
f_§ 14 A A
& 1,2 -
= A B
< 1 1
3 | B c Dia5
0,8
E B c D Dia 12
g 061 C D2
Dia 19
S 04 B B B
Dia 26
0,2 -
0
MC1 (0.00 mg/l)  MC2 (0.4 mg/l MC3 (0.6 mg/l.  MC4 (0.65 mg/I
citoc-0.25 mg/I citoc-0.28 mg/I citoc-0.26 mg/I
aux) aux) aux)
Medio de cultivo (Factor B)

Figura 13. Resultados de la longitud de la plantula in vitro de Solanum lycopersicum en cuatro dias
evaluados, en los medios de cultivo MC1 (testigo), MC2, MC3 y MC4 (Factor B).

En la Figura 13 se puede apreciar que existen diferencias estadisticas significativas en
el Factor B, donde el MCL1 (testigo) a pesar de ser el medio sin hormonas, en todos los
dias evaluados fue el que resulté con mayores longitudes, siendo éstas las siguientes:
1.04 mm (dia 5), 1.26 mm (dia 12), 1.60 mm (dia 19) y 1.67 mm (dia 26); por otro
lado uno de los medios de cultivo con hormonas que mejor se comport6 fue el MC2
(medio de cultivo 2) con dosis de 0.4 mg/l citocinina-0.25 mg/l auxina, alcanzando
longitudes entre 0.31 a 1.08 mm a partir del dia 5; el medio de cultivo que tuvo un
menor crecimiento fue el MC4 en los dias 5, 12, 19 y 26 con valores de 0.28 mm, 0.49

mm, 0.57 mm y 0.63 mm respectivamente.
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Tabla 17. ANDEVA (p < 0.05) de la variable longitud de la plantula (mm) de Solanum
lycopersicum en Factor A*B (MG*MC) en cuatro dias evaluados.

Dias evaluados G.L F. Cal p- Valor
Dia5 6 8.98 <0.0001*
Dia 12 6 4.87 0.0002*
Dia 19 6 4.17 0.0008*
Dia 26 6 6.74 <0.0001*
cvY 13.07%; 14.41%; 11.63%; 11.30%

* Significativo (p<0.05)
1/ Dias a la evaluacion
Elaborado por: Katty Montoya

En la Tabla 17 se visualiza el Analisis de la varianza del Factor A*B en la variable
longitud de la plantula, el resultado muestra diferencias estadisticas significativas
acorde a p-valor, en todos los dias evaluados. Del mismo modo, el coeficiente de

variacion esta dentro del rango del 15% establecido para un ambiente controlado.

1,8 A

- 1’44 i MC1 (000 mg/l)
=
IS
%S_ 1,08 - MC2 (0.4 mg/l
< citoc-0.25 mg/I
[<5] 0’72 i aUX)
< MC3 (0.6 mg/l
2 citoc-0.28 mg/l
2 0,36 aux)
S MC4 (0.65 mg/I

0 citoc-0.26 mg/I

MG1 MG2 MG3|MG1 MG2 MG3|MG1 MG2 MG3|MG1 MG2 MG3 aux)
Dia5 Dia 12 Dia 19 Dia 26

Interaccion (Factor A* Factor B)

Figura 14. Longitud de la plantula en medios de cultivo in vitro de Solanum lycopersicum en cuatro
dias evaluados, en los materiales genéticos Hibrido MICAELA, UPSE 19 y 78, con diferentes
concentraciones de auxinas/citocininas.

En la Figura 14 se observa gque en el medio de cultivo 1 (MC1) pese a ser el testigo,
los materiales genéticos registraron un mayor crecimiento, es asi que el material
UPSE-78 en el dia 5 lleg6 a medir 1.17 mm, mientras que entre los medios de cultivo
gue contenian hormonas, MC2 se muestra mas favorable para los materiales UPSE-19
y 78, los cuales obtuvieron una longitud de 0.27 y 0.43 mm respectivamente, sin

embargo para el material MICAELA el medio mas apropiado fue el MC3 donde
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registré 0.31 mm. Asi mismo, en el dia 26 se diferencia que el medio de cultivo con
hormonas que alcanz6 mayor crecimiento fue MC2, con los siguientes valores, 1.09
mm (UPSE-19), 1.27 mm (UPSE-78) y 0.89 mm (MICAELA); en cambio en el MC3
los tres materiales genéticos presentaron similar crecimiento con valores de 0.76 mm
(UPSE-19), 0.79 mm (UPSE-78) y 0.75 mm (MICAELA).

De lo expuesto, se puede analizar que en el medio de cultivo sin hormonas existio un
mayor crecimiento. No obstante, en concentraciones de 0.40 mg/l de citocininay 0.25
mg/l de auxina el incremento fue favorable con respecto a las concentraciones de 0.60
mg/l de citocinina y 0.28 mg/l de auxina. Evidentemente la primera concentracion es

mas adecuada para un mejor desarrollo de las plantulas.

Esto estd relacionado con lo mencionado por Uribe y Cifuentes (2004), quienes
afirman que las dosis de hormonas mas adecuadas estan entre 0.1 a 0.5 mg/l, asi se
logra aumentar la longitud de los explantes. Cardenas et al. (2016), indican que la
longitud de microtallo de la especie Solanum dolichosepalum, en medios de cultivo

con auxinas mas citocininas alcanzaron 3.6 a 4.1 cm.

3.4 Porcentaje de explantes que responden a cada medio de cultivo

Upse-19 @ Upse-78 1 Micaela

100% 100%
90% 90% 90% 90% 90%
80%
70%

MC1 (0,0 mg/l) MC2 (0,4 cito; 0,25 MC3 (0,6 cito; 0,28 MC4 (0,65 cito-0,26
aux) aux) aux)

Figura 15. Porcentaje de explantes que responden a los medios de cultivo in vitro de Solanum
lycopersicum evaluado a los 26 dias, en los materiales genéticos Hibrido MICAELA, UPSE 19y 78,
con diferentes concentraciones de auxinas/citocininas.
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En la Figura 15, se observa que en el medio de cultivo 1 (MC1) el material que menor
respuesta tuvo fue MICAELA con 70% de los explantes y los materiales UPSE-19 y
78 con el 90% y 100% respectivamente, en los medios de cultivo MC2 y MC3 el
material MICAELA alcanzé un 90% de respuesta, en cambio en MC4 el que menos
respondid fue el material UPSE-78 con 80% a diferencia de MICAELA y UPSE-19

que alcanzaron el 90%.

Lo expresado anteriormente, indica que en el medio con dosis bajas (0.25 mg/l de
auxinas y 0.40 mg/l de citocininas) aumenta las probabilidades de tener mejor
respuesta al medio de cultivo. A diferencia de lo que indica Cuevay Lucero (2018), el
material comercial (Hibrido MICAELA) utilizado en este ensayo obtuvo resultados
inferiores a los demas materiales, especificamente en el testigo. Las respuestas de los
explantes en los medios de cultivo, también dependen de las dosis de hormonas, tal
como menciona Medina (2013), al variar sus concentraciones se reforma el desarrollo

de las células indiferenciadas.

3.5 Promedio de brotes por explante

35
31
3 2,7
=)
=
o
3
5 5 MG1 (Upse-19)
o
g 5 MG2 (Upse-78)
% = MG3 (Micaela)

MC1 MC2 MC3 MC4

Medio de cultivo

Figura 16. Promedio de brotes por explante en medios de cultivo in vitro de Solanum lycopersicum
evaluado a los 26 dias, en los materiales genéticos Hibrido MICAELA, UPSE 19 y 78, con diferentes
concentraciones de auxinas/citocininas.

En la Figura 16 se observa que en el medio de cultivo testigo (MC1), el material

genético UPSE-78 obtuvo un promedio maximo de 3.10 brotes, mientras que en el
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material MICAELA se obtuvo 2.70 y en UPSE-19 se logr6 2.30 brotes por explante.
En MC2 el material UPSE-78 presenta un maximo de 2.00 brotes, sequido de UPSE-
19 con 1.90 y el material MICAELA con 1.60 brotes por explante. Los valores
inferiores se obtuvieron en MC4 con un promedio de brotes por planta de 1.00 en los
tres materiales estudiados.

Los resultados anteriores indican que en concentraciones de 0.25 mg/l de auxinas y
0.40 mg/l de citocininas, el material UPSE-78 fue el que mejor se desarrollo, en
cambio utilizando 0.26 mg/l de auxinas y 0.65 mg/l de citocininas los materiales
genéticos presentaron similar desarrollo, lo que indica que a menor concentracion de
auxinas y citocininas mayor nimero de brotes. Cabe recalcar que los explantes
desarrollados en cultivos in vitro sin concentraciones de auxinas y citocininas
presentaron aun mayor numero de brotes, que en presencia de hormonas. Esto
concuerda con Morales (2016), quien sefiala que al emplear concentraciones altas de
hormonas la brotacion de las plantulas disminuye, en cambio cuando se usa dosis

relativamente bajas incrementa la brotacion.

Los resultados de este experimento son similares a los realizados por Barcelo et al.
(1995) citado por Uribe y Cifuentes (2004), donde expresa que aplicando combinacion
de fitohormonas en donde la citocinina debe ser mayor a la auxina para aumentar la
induccién de brotes. De igual forma, coinciden con los resultados conseguidos por
Criollo et al. (2016), donde con la aplicacion al medio de cultivo de 0.5 mg/l de AIA
el promedio de brotes de Solanum betaceum fue 1.50, mientras que sin AlA el

promedio fue de 0.90 brotes.

Maestu (2018), indica que para la produccion de brotes de tomate de colgar, el medio
de cultivo mas eficiente, es aquel que contiene Acido indolacético (0.5 mg/l), Kinetina
(1 mg/l) y Zeatina (1 mg/l) generando 6 brotes por explante.
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3.6 Numero de explantes que forman plantas completas

12

5 MG1 (Upse-19)
5 MG2 (Upse-78)
u MG3 (Micaela)

NUmero de explantes

MC1 MC2 MC3 MC4
Medio de cultivo

Figura 17. Numero de explantes que forman plantas completas en medios de cultivo in vitro de Solanum
lycopersicum a los 26 dias de evaluacion, en los materiales genéticos Hibrido MICAELA, UPSE 19 y
78, con diferentes concentraciones de auxinas/citocininas.

En la Figura 17, resulta claro que en el medio de cultivo 2 (MC2) todos los explantes
de los materiales UPSE-19 y UPSE-78 formaron plantas completas y el material
MICAELA en cambio formo6 solamente nueve plantulas. Por el contrario, en MC3,
seis explantes de UPSE-78 originaron plantas completas, UPSE-19 Unicamente cuatro
plantulas, y MICAELA sdlo tres plantulas. Por otra parte, en MC4 el material cuatro
explantes de UPSE-19 produjeron plantas completas, en MICAELA se formaron siete
plantulas y en UPSE-78 el total de los explantes formaron plantas completas.

Lo expresado anteriormente, sefiala que en dosis de 0.25 mg/I de auxinas y 0.40 mg/l
de citocininas, los materiales alcanzaron su maximo potencial para convertirse en
plantas completas, mientras que en dosis de 0.28 mg/l de auxinas y 0.60 mg/l de
citocininas, al igual que 0.26 mg/I de auxinas y 0.65 mg/I de citocininas, disminuyeron
su potencial para desarrollarse. En efecto dosificar minimas concentraciones al medio

de cultivo, beneficia a los explantes en su proceso de transformacion.
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Esto concuerda con Criollo et al. (2016), quienes dicen que aplicando AlIA (0.5 mg/l)
sin citocininas el porcentaje de plantulas completas fue de 36,9 % siendo el mejor de

sus resultados.

3.7 Promedio del nimero de hojas
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Figura 18. Promedio del nimero de hojas en medios de cultivo in vitro de Solanum lycopersicum
evaluado a los 26 dias, en los materiales genéticos Hibrido MICAELA, UPSE 19 y 78, con diferentes
concentraciones de auxinas/citocininas.

En la Figura 18 se muestra que los medios con hormonas, el medio de cultivo 2 (MC2),
fue el que tuvo mejor efecto en los tres materiales genéticos, en donde UPSE-78 y
MICAELA generaron tres hojas por plantula, mientras que en MC3 todos adquirieron

menos de dos hojas por plantula.

En relacion a la idea anterior, el medio de cultivo que contenia menos dosis (0.25 mg/|
de auxinas y 0.40 mg/l de citocininas) form6 un aumento de las hojas en las plantulas
a diferencia del medio que tenia mayor concentracion (0.28 mg/l de auxinas y 0.60
mg/l de citocininas), en sintesis las hormonas usadas en concentraciones altas son las
menos adecuadas para originar la cantidad de hojas que se requiere en estos cultivos;
concordando con Uribe y Cifuentes (2004) quienes indican que las diferencias
estadisticas son significativas cuando se aplica los dos tipos de hormonas

(auxina/citocinina) combinando las dosis entre 0.1-0.5 mg/I respectivamente.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

v La combinacion de las hormonas auxina (Acido Indolacético) y citocinina
(Kinetina) respondieron de manera 6ptima en la produccién de brotes con 100%
de respuesta en UPSE-78 y 19 que generaron 2 y 1.90 brotes por explante
respectivamente y el 90% de respuesta en el Hibrido MICAELA con 1.60 brotes.

v El material genético UPSE-78 generd plantulas de 1.27 mm de longitud, las cuales
obtuvieron un promedio de tres hojas por plantula, en cambio en UPSE-19 la
longitud fue de 1.09 mm con un promedio de dos hojas; mientras que MICAELA
presentd plantulas de 0.89 mm con tres hojas. En los tres casos se formaron

plantulas completas en el medio de cultivo 2.

v" Se considera que el mejor protocolo se obtuvo con el medio de cultivo MC2 (0.25
mg/l de Acido Indolacético y 0.40 mg/l de Kinetina) porque los explantes se
desarrollaron mejor debido a los siguientes componentes: agar (6 g/l); Sales MS
(2.5 g/l); sacarosa (30 g/l); Inositol (100 mg/l); TH-CI (1 mg/l); Kinetina (0.40
mg/l) y Acido Indolacético (0.25 mg/l).

Recomendaciones

v' Para generar mejores respuestas en los explantes se puede utilizar concentraciones

hasta 0.25 mg/l de Acido Indolacético y 0.40 mg/l de Kinetina.

v' Para que el desarrollo de los explantes in vitro de Solanum lycopersicum, tengan
buen comportamiento en el medio de cultivo, es necesario que la asepsia del

laboratorio y materiales sea minuciosa para prevenir posibles contaminaciones.

v Antes de empezar las labores, limpiar y desinfectar el area de trabajo, utilizando
guantes, mascarilla, mandil y gorro. Colocar recipientes para separar los residuos
organicos, inorganicos, plastico y de vidrio.
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ANEXOS

GLOSARIO

MS: Medio de cultivo Murashige y Skoog

M1: Medio de cultivo para germinacion
M2: Medio de cultivo para explantes con hormonas vegetales

Explantes: Tejido vivo separado de su érgano propio y transferido a un medio

artificial de crecimiento.

Reguladores de crecimiento: Son sustancias que actdan sobre el desarrollo de las

plantas y que, por lo general, son activas a concentraciones muy pequefias.

Citocininas: Son un grupo de hormonas vegetales (fitohormonas) que promueven la
division y la diferenciacion celular, también regulan el crecimiento y el desarrollo de

las plantas.

Auxinas: Son hormonas que participan durante todo el ciclo de vida de las plantas y
se distribuyen diferencialmente dentro de los tejidos lo que da lugar a diferentes

procesos morfogenéticos.

Necrosis: Es la muerte patoldgica de un conjunto de células o de cualquier tejido del
organismo, provocada por un agente nocivo que ha provocado una lesién tan grave

que no se puede reparar o curar.

Oxidacidn: Es el oscurecimiento del tejido y generalmente precede a la inhibicion del

crecimiento y, en los casos graves, a la necrosis y muerte del tejido.



Tabla 1A. Presupuesto de materiales de laboratorio.

Concepto Cantidad Costo unitario ($) Costo total (3$)
Matraz Erlenmeyer 1000 ml 2 25.00 50.00
Matraz Erlenmeyer 500 ml 2 18.00 36.00
Matraz Erlenmeyer 250 ml 4 13.00 52.00
Vasos de precipitacion de 250 ml 4 10.00 40.00
Vasos de precipitacion 100 ml 4 8.00 32.00
Vasos de precipitacién 50 ml 4 2.00 8.00
Probeta 250 ml 2 18.00 36.00
Probeta 50 ml 2 9.00 18.00
Frascos de vidrio 250 ml 100 2.00 200.00
Espatula mango de madera 2 6.00 12.00
Hojas de bisturi #15 50 5.00 250.00
Pinza bayoneta de Jansen 2 7.50 15.00
Mechero de alcohol 1 8.00 8.00
Gasa 1 8.00 8.00
Papel filtro pliego 25 0.50 12.50
Papel aluminio 150 m 1 17.68 17.68
Film plastico rollo 1 3.00 3.00
Papel toalla 150 m 1 8.04 8.04
Cloro 3700 ml 50 2.72 2.72
Alcohol 3700 ml 50 8.93 8.93
Mascarillas 50 unidades 1 2.98 2.98
Guantes 50 pares 2 5.85 11.70
Puntas de pipeta cito test x 500 U 1 8.00 8.00
Mango de bisturi #3 3 2.50 7.50
Varilla agitadora magnética 2 5.00 10.00
Cinta aislante 120 yardas 1 1.60 1.60
Cinta Parafilm 4°” x 125 pies 1 36.80 36.80
Cinta masking 1 1.50 1.50
Cajas Petri 100 35.00 35.00
Subtotal 1 932.95




Tabla 2A. Presupuesto de Insumos de laboratorio.

Concepto Cantidad Costo unitario ($) Costo total (3$)
Agar 454 g 1 93.00 93.00
Sacarosa 1 Kg 1 1.50 1.50
Sucrosa AR 500 g 1 25.00 25.00
Sales M519 50 L 1 28.97 28.97
Vitamina Inositol 500 g 1 219.90 219.90
Vitamina Tiamina HCI 250 g 1 130.00 130.00
Hormona A.N.A. 250 ml 1 9.80 9.80
Hormona Kinetina 10 g 1 100.00 100.00
Agua destilada gal6n 5 2.50 12.50
Subtotal 2 620.67

Tabla 3A. Presupuesto de equipos de laboratorio.

Concepto Cantidad | Costo unitario ($) Costo total ($)
Autoclave 1 9 800 9 800
Estufa 1 5953 5953
Cémara de flujo laminar 1 3300 3300
Cémara de crecimiento 1 2 500 2500
Balanza analitica 1 350 350
Agitador magnético con calefaccion 1 400 400
Micropipeta 1000-100ml y de 100-10ml 2 150 300

pH metro digital 1 30 30
Subtotal 3 22 633

Tabla 4A. Presupuesto total del experimento.

Concepto Costo Total ($)

Subtotal 1 932.95
Subtotal 2 620.67
Subtotal 3 22 633

TOTAL 24 186.62




Tabla 5A. Resultados semanales de las variables evaluadas durante el establecimiento del cultivo in vitro de S. lycopersicum.

% explantes

# explantes

Dia que que forman
después de responden plantas Prom/#
Tratamientos | la siembra | Long/plantula al MC % Contaminacion | % Oxidacion | Prom/brotes*explante | completas de hojas
5 1.01 100%
1.31
T1: MG1M1 12 100% 0.707106781 0.707106781
1.69
19 90% 0.707106781 3.240370349
26 1.80 90% 0.707106781 3.240370349
5 0.27 100%
0.57 9 . .
T2: MGLM?2 12 100% 0.707106781 0.707106781
19 0.86 100% 4.527692569 0.707106781
26 1,09 100% 5.522680509 0.707106781
5 0.27 100%
0.49 9 . .
T3- MG1M3 12 100% 0.707106781 0.707106781
19 0.65 100% 0.707106781 0.707106781
26 0,76 90% 0.707106781 3.240370349




% explantes

# explantes

Dia que que forman
después de responden plantas Prom/#
Tratamientos | la siembra | Long/plantula al MC % Contaminacion | % Oxidacion | Prom/brotes*explante | completas de hojas
5 0.26 100%
0.47 9
T4: MG1M4 12 100% 0.707106781 0.707106781
19 0.55 100% 0.707106781 0.707106781
26 0.63 90% 0.707106781 3.240370349
5 1.17 100%
1.31 9 . .
T5: MG2M1 12 100% 0.707106781 0.707106781
19 1.59 100% 4.527692569 0.707106781
26 1,66 100% 5.522680509 0.707106781
5 0.43 100%
0,
T6: MG2M2 12 0.79 100% 0.707106781 0.707106781
19 1.00 100% 0.707106781 0.707106781
26 1,27 100% 0.707106781 0.707106781
5 0.31 100%
0.58 9 . .
T7: MG2M3 12 100% 4.527692569 0.707106781
19 0.71 90% 0.707106781 3.240370349
26 0.79 90% 0.707106781 3.240370349




% explantes # explantes
Dia que que forman
después de responden plantas Prom/#
Tratamientos | la siembra | Long/plantula al MC % Contaminacion | % Oxidacién | Prom/brotes*explante | completas de hojas
5 0.30 100%
T8: MG2M4 12 0.51 100% 4.527692569 0.707106781
19 0.6 80% 0.707106781 4.527692569
26 0.66 80% 0.707106781 4.527692569
5 0.94 100%
T9: MG3M1 12 1.17 100% 4.527692569 0.707106781
’ 19 1.52 70% 0.707106781 5.522680509
26 1.55 70% 0.707106781 5.522680509
5 0.24 100%
12 0.51 1009 .707106781 .707106781
T10: MG3M?2 00% 0.70710678 0.70710678
19 0.73 90% 5.522680509 3.240370349
26 0,89 90% 0.707106781 3.240370349
5 0.31 100%
12 0.57 1009 .707106781 .707106781
T11: MG3M3 00% 0.70710678 0.70710678
19 0.61 100% 0.707106781 0.707106781
26 0,74 90% 0.707106781 3.240370349
5 0.27 100%
0.48 9 . .
T12: MG3MA4 12 100% 0.707106781 0.707106781
19 0.56 90% 0.707106781 3.240370349
26 0.59 90% 0.707106781 3.240370349




Porcentaje de Oxidacion o Necrosis

Dia después ESCALA
Tratamientos de la
siembra | 1 (N.0.) | Raiz |2 (0.V)|Raiz|3 (0.M)| Raiz
5 10 10 0 0.71 0 0.71
T1: MGIML1 12 10 10 0 0.71 0 0.71
19 9 9.51 1 3.24 0 0.71
26 9 9.51 1 3.24 0 0.71
5 10 10 0 0.71 0 0.71
T2: MG1M?2 12 10 10 0 0.71 0 0.71
19 10 10 0 0.71 0 0.71
26 10 10 0 0.71 0 0.71
5 10 10 0 0.71 0 0.71
T3: MG1MS3 12 10 10 0 0.71 0 0.71
19 10 10 0 0.71 0 0.71
26 9 9.51 1 3.24 0 0.71
5 10 10 0 0.71 0 0.71
T4: MG1M4 12 10 10 0 0.71 0 0.71
19 10 10 0 0.71 0 0.71
26 9 9.51 1 3.24 0 0.71
5 10 10 0 0.71 0 0.71
T5: MG2M1 12 10 10 0 0.71 0 0.71
19 10 10 0 0.71 0 0.71
26 10 10 0 0.71 0 0.71
5 10 10 0 0.71 0 0.71
T6: MG2M2 12 10 10 0 0.71 0 0.71
19 10 10 0 0.71 0 0.71
26 10 10 0 0.71 0 0.71
5 10 10 0 0.71 0 0.71
T7- MG2M3 12 10 10 0 0.71 0 0.71
19 9 9.51 1 3.24 0 0.71
26 9 9.51 1 3.24 0 0.71
5 10 10 0 0.71 0 0.71
12 10 10 0 0.71 0 0.71
T8: MG2M4 19 8 9 2 1453, 0 |07
26 8 9 2 453 0 0.71




Porcentaje de Oxidacién o Necrosis

Dia’ ESCALA
Tratamientos después
dela
siembra| 1(N.O.) | Raiz |2 (0.V)|Raiz |3 (0.M) | Raiz
5 10 10.00 0 0.71 0 0.71
T9: MG3ML 12 10 10.00 0 0.71 0 0.71
19 7 8.40 3 5.52 0 0.71
26 7 8.40 3 5.52 0 0.71
5 10 10.02 0 0.71 0 0.71
T10: MG3M2 12 10 10.02 0 0.71 0 0.71
19 9 9.51 1 3.24 0 0.71
26 9 9.51 1 3.24 0 0.71
5 10 10.02 0 0.71 0 0.71
T11: MG3M3 12 10 10.02 0 0.71 0 0.71
19 10 10.02 0 0.71 0 0.71
26 9 9.51 1 3.24 0 0.71
5 10 10.02 0 0.71 0 0.71
T12: MG3M4 12 10 10.02 0 0.71 0 0.71
19 9 9.51 1 3.24 0 0.71
26 9 9.51 1 3.24 0 0.71




Tabla 6A. Andlisis estadistico de la variable longitud de la plantula (dia 5).

Analisis de varianza Medias Factor A (Mat Gen)
F.V. SC gl CM F p-valor Factor A Medias n E.E.
Modelo 13.08 13 1.01 254.78 <0.0001 MG2 0.55 40 001 A
Repeticion 0.0038 2 0.0019 0.48 0.6225 MG1 0.45 40 0.01 B
Factor A 029 2 014 36.54 <0.0001 MG3 0.44 40 0.01 B
Factor B 1258 3 419 1061.42 <0.0001 Medias con una letra comun no son significativamente
Factor A*FactorB 021 6 004 898 <0.0001 diferentes (p > 0.05)
Error 0.42 106 0.004
Total 135 119 Medias Factor A (Mat. Gen)*Factor B (M.C.)
Factor A Factor B Medias n E.E.
Medias Factor B (M.C.) MG2 MC1 117 10 002 A
Factor B Medias n E.E. MG1 MC1 1.01 10 0.02 B
MC1 1.04 30 001 A MG3 MC1 0.94 10 0.02 C
MC2 0.31 30 0.01 B MG2 MC2 0.43 10 0.02 D
MC3 0.30 30 0.01 B MG3 MC3 0.31 10 0.02 E
MC4 0.28 30 0.01 B MG2 MC3 0.31 10 0.02 E
Medias con una letra comun no son significativamente MG2 MC4 0.30 10 0.02 EF
diferentes (p > 0.05) MG3 MC4 027 10 0.02 EF
MG1 MC3 0.27 10 0.02 E F
MG1 MC2 0.27 10 0.02 E F
MG1 MC4 0.26 10 0.02 E F
MG3 MC2 0.24 10 0.02 F

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
0.05)



Tabla 7A. Andlisis estadistico de la variable longitud de la plantula (dia 12).

Analisis de varianza Medias Factor A (Mat Gen)
F.V. SC gl CM F  p-valor Factor A Medias n E.E.
Modelo 1229 13 0.95 85.35 <0.0001 MG2 0.80 40 002 A
Repeticion 0.08 2 004 351 0.0334 MG1 0.71 40 0.02 B
Factor A 028 2 014 1248 <0.0001 MG3 0.69 0 002 B
Factor B 1161 3 3.87 34946 <0.0001 Medias con una letra comdn no son significativamente
Factor A*FactorB  0.32 6 0.05 4.87 0.0002 diferentes (p > 0.05)
Error 1.17 106 0.01
Total 1346 119 Medias Factor A (Mat. Gen)*Factor B (M.C.)
Factor A Factor B Medias n E.E.
MG2 MC1 1.31 10 003 A
MG1 MC1 1.31 10 0.03 A
Medias Factor B (M.C.) MG3 MC1 1.18 10 0.03 B
Factor B Medias n E.E. MG2 MC2 0.79 10 0.03 C
MC1 1.26 30 002 A MG2 MC3 0.58 10 0.3 D
MC2 063 30 002 B MG1 MC2 057 10 0.03 D
mgj 8-23 28 88; c 5 MG3 MC3 057 10 0.03 D
Medias con una letra cc.)ml]n Nno son sigﬁificativamente MG3 Mc2 051 10 0.03 D
diferentes (p > 0.05) MG2 MC4 0.51 10 0.03 D
MG1 MC3 0.49 10 0.03 D
MG3 MC4 0.48 10 0.03 D
MG1 MC4 0.47 10 0.03 D

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p >
0.05)



Tabla 8A. Andlisis estadistico de la variable longitud de la plantula (dia 19).

Analisis de varianza Medias Factor A (Mat Gen)
F.V. SC gl CM = p-valor Factor A Medias n E.E.
Modelo 20.39 13 1.57 13596 <0.0001 MG2 0,98 40 0.02 A
Repeticion 004 2 002 154 0.2185 MG1 0.94 40 0.02 A
Factor A 031 2 0.16 1344 <0.0001 MG3 0.86 40 0.02 B
Factor B 19.75 3 658 570.82 <0.0001 Medias con una letra comun no son
Factor A*Factor B 029 6 005 417  0.0008 significativamente diferentes (p > 0.05)
Error 122 106 0.01
Total 21.61 119 Medias Factor A (Mat. Gen)*Factor B (M.C.)
Factor A Factor B Medias n E.E.
MG1 MC1 169 10 003 A
MG2 MC1 160 10 003 B
MG3 MC1 152 10 003 B
Medias Factor B (M.C.) MG2 MC2 1.00 10 0.3 C
Factor B Medias n EE. mg% mgg 8?2 18 883 D .
MC1 16030002 A MG2 MC3 071 10 0.03 EF
MC2 0.87 30 0.02 B MG1 MC3 0.65 10 0.03 EFG
MC3 0.66 30 0.02 C MG3 MC3 062 10 0.03 FG
MC4 0.57 30 0.02 D MG2 MC4 0.60 10 0.03 G
Medias con una letra comin no son significativamente MG3 MC4 056 10 0.03 G
diferentes (p > 0.05) MG1 MC4 0.55 10 0.03 G

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p >
0.05)



Tabla 9A. Andlisis estadistico de la variable longitud de la plantula (dia 26).

Analisis de varianza Medias Factor A (Mat Gen)
F.V. SC gl CM F p-valor Factor A Medias n E.E.
Modelo 2040 13 157 114.81 <0.0001 MG2 1.09 40 002 A
Repeticion 0.02 2 001 057 0.5675 MG1 1.07 40 002 A
Factor A 050 2 0.25 18.36 <0.0001 MG3 0.95 40 0.02 B
Factor B 1933 3 6.44 471.42 <0.0001 Medias con una letra com(n no son
Factor A*Factor B 055 6 0.009 6.74 <0.0001 significativamente diferentes (p > 0.05)
Error 145 106 0.01
Total 21.85 119

Medias Factor A (Mat. Gen)*Factor B (M.C.)

Factor A FactorB Medias n E.E.

MG1 MC1 1.80 10 0.04 A
MG2 MC1 1.66 10 0.04 B
) MG3 MC1 155 10 0.04 C
Medias Factor B (M.C) MG2 MC2 1.27 10 0.04 D
Factor B Medias n E.E. MG1 MC2 1.09 10 0.04 E
MC1 1.67 30 002 A MG3 MC2 0.89 10 0.04 F
MC2 1.08 30 0.02 B MG2 MC3 0.79 10 0.04 G
MC3 0.76 30 0.02 C MG1 MC3 0.76 10 0.04 G H
MC4 0.63 30 002 D MG3 MC3 0.75 10 0.04 G H
Medias con una letra comdn no son significativamente MG2 MC4 0.66 10 0.04 H |
diferentes (p > 0.05) MG1 MC4 0.63 10 0.04 I
MG3 MC4 0.59 10 0.04 |

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
0.05)



Tabla 10A. Proceso del ensayo.

Esterilizacion de materiales

Desinfeccion de semillas

Pre-germinacion de
semillas

Destilacién

Preparacion de hormonas

Preparacion de medios de
cultivo

Siembra de semillas

Plantulas germinadas

Corte de explantes

UPSE-38 -

e

MICRELRA

. d




Toma de datos

Desarrollo de explantes

Semana 1

Semana 2

Semana 3




Desarrollo de explantes

Semana 1

Semana 2

Semana 3

Semana 4




Desarrollo de explantes

Semana 1

Semana 2

Semana 3

Semana 4

)




Desarrollo de explantes

Semana 1

Semana 2

Semana 3

Semana 4

MaV’




