CAPITULO 2
MATERIALES Y METODOS

2.1 Ubicacion geografica de la investigacion

La recoleccion del material vegetal para esta investigacion se realiz6 en la
provincia de Tungurahua; sectores Patate, Guadalupe y Leito; sitios estratégicos en el
pais por tener ecotipos de tomate de arbol idéneos en resistencia biética y buena
produccion; la recoleccién se conform6 de ramas compuestas de yemas apicales,
axilares y de frutos de plantas consideradas madre por evolucion selectiva frente a
enfermedades; esta recoleccion fue realizada cada 15 dias durante la estandarizacion
de la etapa de desinfeccion. El genotipo escogido fue el tomate de arbol amarillo
puntén con pulpa del mismo color, conocido también como tamarillo; el cual es

especialmente solicitado en el mercado nacional e internacional.

La investigacion y propagacion in vitro de la especie se llevé a cabo en los
Laboratorios de Cultivo de Tejidos de la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia,
Departamento de Ciencias de la Vida de la Escuela Politécnica del Ejército, ubicado
en la parroquia Sangolqui, cantdn Rumifiahui de la provincia de Pichincha, a 0° 18,81
S; 78° 26,64 O; y altitud: 2516 msnm; donde se cuenta con todo el material y reactivos

necesarios para el desarrollo de la investigacion.

2.2 Etapa de toma de muestras y establecimiento in vitro.

Para la toma de muestras vegetales de campo, ideales para su introduccion al
sistema de cultivo in vitro, se eligieron los especimenes que presentaron las mejores
caracteristicas fenotipicas como son: mayor nimero de renuevo de yemas, plantas
libres de hongos o algln tipo de enfermedad, vigorosas, con follaje perenne y denso
(Pierik, 1990). Todo el ensayo se desarrolld6 en un ambiente de 25 + 1 °C de
temperatura, 60 + 2 % de humedad relativa, fotoperiodo de 16 horas luz e intensidad
luminica de 2100 a 2400 luxes.

2.2.1 Establecimiento del medio nutritivo.

En este ensayo se evalué el medio nutritivo de introduccion ideal para el cultivo

in vitro de Solanum betaceum, en donde se prob6 dos tipos de medios de cultivo, el



medio generado por las sales de Murashige y Skoog (1962) o conocido también como
medio de cultivo MS, y un medio propuesto por Chu y colaboradores (1975) llamado
también medio de cultivo N6. Ambos medios nutritivos presentaron variaciones en sus
concentraciones, especialmente en macronutrientes, pues se analiza la cantidad de
éstos para la adaptacion de la especie al sistema de cultivo in vitro y lograr que la
especie tome una modalidad semi heterétrofa. Establecido ya el medio de cultivo se lo
utilizd en las siguientes etapas del cultivo con la variacion de carga hormonal,

especificamente en la etapa de multiplicacion

2.2.1.1 Recoleccién de muestras

De las plantas de campo ubicadas en la zona geografica descrita en el punto
2.1; se corté de las ramas mas prematuras las yemas apicales y axilares y se las
transportd en frascos de vidrio boca ancha con agua estéril y acido citrico en
concentracion de 0,15 g.-L™ para evitar asi la oxidacion y el necrosamiento; no se
coloco &cido ascoérbico porque es fotosensible y termolabil. Las ramas transportadas
tenian una longitud de 10 a 15 centimetros; en donde se ubican de 3 a 5 yemas
axilares y una yema apical. Se utiliz6 antibidtico de amplio espectro para evitar la
contaminacién de bacterias Gram negativas y positivas como fue cloranfenicol en
concentracion 0,25 g L™ y tetraciclina en concentracion 0,065 g L™ respectivamente;

disueltos en el agua estéril donde se transporta los explantes.

2.2.1.2 Tratamientos de desinfeccion

Se analizaron diferentes tratamientos de desinfeccion, los cuales variaron en la
concentracion del hipoclorito de sodio utilizado. El tratamiento general de desinfeccion

utilizado fue:

1. Se realiz6 un lavado con agua estéril por 10 minutos en agitacién constante
con5gL? detergente
Se enjuago la solucién de detergente con 3 lavados con agua estéril

3. Se realizé un lavado de 10 minutos en el fungicida Score 250EC con una
concentracion de 2 mL L™

4. Se enjuago el fungicida con 3 lavados con agua estéril
Se colocé los explantes en alcohol etanol 70% por 40 segundos

6. Se aplicd hipoclorito de sodio en dos concentraciones diferentes; 2 %y 1,2 %



7. Finalmente se realiz6 3 lavados con agua estéril del hipoclorito de sodio dentro
de la camara de flujo laminar y se dejo los explantes en agua estéril para

proceder a la siembra en los tubos con medio nutritivo.
2.2.1.3 Medios de establecimiento
Se analizaron dos medios de establecimiento, uno proporcionado por

Murashige & Skoog (Cuadro 2.1) y un medio generado por Chu y colaboradores (N6)

(Cuadro 2.2) modificado para cultivo de forestales (Jaramillo, 2008).

Cuadro 2.1 a Macronutrientes utilizados en la preparacion del medio propuesto por Murashige
& Skoog (Tomado de Murashige & Skoog, 1962)

CONCENTRACION
STOCK SALES (mg LY
| NH;NO; 1650
KNO; 1900
Il MgS0QO,.7H,0 370
MnSO, H,O 16,9
ZnS0,.7 H,O 8,6
CuS0,.5 H,0O 0,025
11 CaCl,.6 H,O 440
Kl 0,83
CoCl,.6 H,O 0,025
[\ KH,PO, 170
H;BO3 6,2
NaMoQO,.2 0,25
H,O
V FeSO,.7 H,O 27,84
Na,EDTA 37,24

Cuadro 2.1b Micronutrientes modificado del medio propuesto por Murashige & Skoog,

(modificado por Espinoza, 2005)

Micronutrientes | Concentracién (mg L™)
Inositol 100

Acido nicotinico 0,5

Glicina 2

Tiamina 1

Piridoxina 0,5
Glutamina 2,5




Cuadro 2.2 Componentes del medio de Chu y colaboradores, 1975 (N6)
(Modificado por Jaramillo, 2008)

Componentes | Concentracién (mg L™)
KNO3; 1174,8
KH,PO, 400
MgS0,.7H,O 185
(NH4),SO, 387,4
CaCl,.2 H,0O 166
Kl 0,8
MnSO, H,O 2,98
ZnS0,4.7 H,0O 1,5
H3;BO3; 1,6
FeS0,.7 H,O 13,93
Na,EDTA 18,63
Sacarosa 25gr/L
Tiamina HCI 1
Piridoxina HCI 1
Acido nicotinico 1
Mioinositol 100
Biotina 0,01
AG3 1
BAP 0,5

Los tratamientos que se prepararon con medio de cultivo MS tuvieron una
concentracion de macronutrientes reducida en una cuarta parte, con lo cual se
pretendié reducir la cantidad de nutrientes en el medio para evitar la oxidacién y el
auto-necrosamiento de los explantes. Los tratamientos fueron planteados en un disefio
completamente al azar (DCA), como se detallan en la tabla 2.1.

Tabla 2.1 Tratamientos aplicados para la evaluacion de medio de cultivo en el establecimiento

in vitro de explantes de tomate de arbol.

TRATAMIENTO | % CLORO | TIPO DE MEDIO
1 2 N6
2 2 M&S
3 1,2 N6
4 1,2 M&S

Repeticiones: 20

Unidad experimental: una yema sembrada en cada frasco con 30 mL de medio de

cultivo.



Variables evaluadas:

Se realiz6 la evaluacion de todas variables una semana después de la siembra.

Contaminacién bacteriana y fungica: se realizd la observacion de presencia de
colonias bacterianas o flngicas en el medio de cultivo. Con fines de andlisis
estadistico se evalud con cero (0) la presencia de contaminacién y la ausencia de
ésta, con uno (1). Se empled una prueba chi cuadrado y un andlisis de porcentajes

para esta variable.

Nivel de Oxidacion: se establecio tres niveles distintos de oxidacion que presentan los
explantes luego de la desinfeccion: oxidado muerto (1), que significa necrosamiento
total; oxidado vivo (2), que presenta necrosamiento pero no en un nivel avanzado
permitiendo viabilidad del explante; y no oxidado (3), donde el explante es viable y no
presenta oxidacion degenerativa de tejido (Figura 2.1). Se realizd6 un andlisis de
varianza (ADEVA) y prueba de Tukey con un 95% de confianza para observar

diferentes grupos estadisticos.

Figura 2.1 Representacion grafica de los tres niveles de oxidacion evaluados en el ensayo

2.2.2 Establecimiento del tratamiento de desinfeccion mas apropiado para la

especie

En este ensayo se evaluo los mejores bactericidas-fungicidas funcionales para
esta especie, para incluirles en el protocolo de desinfeccion de los explantes; ya que el
ensayo antes descrito presentd gran contaminacion exégena y enddgena en su
desarrollo in vitro; por lo cual se trabajé con solucién de fungicidas de principio activo

sulfato de cobre pentahidratado (0,24%), difenoconazole (3-cloro-4-[4-metil-2-(1H-



1,2,4-triazol-1-iimetil)-1,3-dioxolan-2-il] fenil-4-clorofenil éter)), y marcas de quimicos
comerciales Captan-Benomil, agentes quimicos recomendados en bibliografia,
(Espinoza et al., 2005). De igual manera se evalud diferentes concentraciones de

hipoclorito de sodio para encontrar el mejor tratamiento de desinfeccion.

2.2.2.1 Recoleccién de muestras

Se recolecté ramas de las plantas madre con una longitud aproximada de ocho
centimetros que contenian 3 a 4 yemas incluida la apical; se las transport6 totalmente
sumergidas en agua estéril en frascos de vidrio de boca ancha con una solucién de
4cido citrico en concentracion 0,15 g.-L™* como agente antioxidante, y 0,25 g L™ de
cloranfenicol y 0,065 g L™ de tetraciclina como antibiéticos.

2.2.2.2 Medio de establecimiento

De acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo anterior, se decidi6 trabajar
en adelante con el medio MS modificado en un 75% de su concentracion de
macronutrientes y suplementado con las vitaminas utilizadas en el cuadro 2.1b. El pH
se mantuvo en 5,8 £ 1; como agente solidificante 8 g de agar y como fuente de

carbono 10 g de azucar blanca (sacarosa).

2.2.2.3 Tratamientos de desinfeccion

Se trabaj6 con el método de desinfeccion general; con la adicion de diferentes
tipos de fungicida-bactericida, los cuales fueron Captan®-Benomil® en relaciéon 1:1,
1mL L™; sulfato de cobre pentahidratado (0,24%) (Phyton) 2mL L™ y difenoconazole
(Score 250EC) 2mL L™. Se plante6 un arreglo factorial 3x2x2 + 1; a partir del uso de
los tres fungicidas descritos; ademas se plante6 dos concentraciones de cloro (0,8% y
1,2%) con dos tiempos de inmersion (10 y 15 min), resultando un total de 12
tratamientos, mas un adicional, detallado en la Tabla 2.2.



Tabla 2.2 Tratamientos aplicados para la evaluacion de fungicida bactericida en el proceso de

desinfeccion de tomate de arbol.

TRATAMIENTO FUNGICIDA- TIEMPO CLORO | CONCENTRACION
BACTERICIDA (min) CLORO (%)
1 Captan-Benomil 10 0,8
2 Captan-Benomil 15 0,8
3 Captan-Benomil 10 1,2
4 Captan-Benomil 15 1,2
5 Phyton 10 0,8
6 Phyton 15 0,8
7 Phyton 10 1,2
8 Phyton 15 1,2
9 Score 10 0,8
10 Score 15 0,8
11 Score 10 1,2
12 Score 15 1,2
13 (adicional) Captan-Benomil 15 0,6

Repeticiones: 10

Unidad experimental: una yema sembrada en cada frasco con 30 mL de medio de

cultivo.

Variables evaluadas:

Contaminacién bacteriana y flngica: presencia de colonias bacterianas o fungicas en
el medio de cultivo. Se evalud con uno (1) el medio de cultivo contaminado y con cero

(0) los medios de cultivo sin presencia de contaminacion.

Viabilidad: desarrollo positivo del explante en el sistema de -cultivo in vitro
representado con cero (0), el cual determina que la yema sobrevivié al tratamiento de
desinfeccion; y uno (1) al explante que presenté necrosamiento ya sea por oxidacion o

por contaminacion.

Nivel de oxidacién: el necrosamiento de los explantes por la accién fendlica que
genera la especie como autodefensa se evalué en distintos porcentajes tomando como
referencia la escala de oxidacion aplicada por Jaramillo (2008) (Cuadro 2.3) (Figura
2.2)



Figura 2.2 Representacion grafica de los seis niveles de oxidacién evaluados.

Cuadro 2.3 Escala de niveles de oxidacidn equivalente en porcentaje de oxidacién de los
explantes (Jaramillo, 2008)

Nivel | Porcentaje
0 5%
15%
30%
45%
60%
75%
90%

O N WIN|F

Evaluacion: una semana después de la siembra

Analisis estadistico: Se emple6 un analisis de chi cuadrado y un andlisis descriptivo
de porcentajes para las variables dicotomicas, ademas se realizé un andlisis de
varianza (ADEVA) de los datos del disefio factorial con la comparacion entre

tratamientos mediante la prueba de Tukey al 5%.

2.2.3 Establecimiento del fungicida idéneo para el protocolo de desinfeccion.

A partir del apartado 2.2.2; en esta ocasion se decidié evaluar los fungicidas-
bactericidas que presentaron mejores resultados, es decir, menor contaminacion y
oxidacion; la solucién de fungicidas de principio activo sulfato de cobre pentahidratado
(0,24%) y difenoconazole fueron las mejores. Se vario las concentraciones y los
tiempos de inmersion, y se mantuvo una concentracion constante de hipoclorito de
sodio al 1,2%; ya que fue la mejor concentracion encontrada en el ensayo anterior.



2.2.3.1 Recoleccién de muestras

La recoleccion se la hizo acorde al apartado 2.2.2.1, se extrajo los explantes de
una zona cercana al Valle de Patate llamada Leito, de una plantacion de 5 afios en la
cual se han colocado fungicidas como Mucoses y Fitoraz en el suelo, y no en las
plantas. El traslado de las plantas se lo realiz6 como se indica en el apartado 2.2.1.1;
con la Unica variacion que se cambid el tipo de antibidtico a ampicilina en
concentracion de 1g L™; el cual se utilizé en los frascos de vidrio con boca grande y

agua estéril para el traslado de los explantes.

2.2.3.2 Tratamientos de desinfeccion

Se aplicé un método de desinfeccion similar al utilizado en el ensayo anterior,
con pocas variaciones, se planteé un disefio completamente al azar (DCA) donde se
evalué los fungicidas-bactericidas que presentaron mejores resultados en diferentes
tiempos de inmersion, aplicados en un arreglo factorial 2x2 (Tabla 2.3). EI método

general se detalla a continuacion:

1. Lavado en agitacion con 5 g L™ de detergente y jabon liquido por 15
minutos.

3 lavados con agua estéril

Lavado con los distintos fungicidas a diferentes tiempos de inmersion.

3 lavados con agua estéril

Lavado en etanol 70 % por 40 segundos

Lavado en hipoclorito de sodio al 1,2 % por 12 minutos

No o s~ DN

3 lavados con agua estéril dentro de la camara de flujo laminar.

Tabla 2.3 Tratamientos aplicados en la evaluacion del uso de los distintos fungicidas.

TRATAMIENTO | FUNGICIDA- TIEMPO DE
BACTERICIDA INMERSION (min)
1 Phyton 15
2 Phyton 20
3 Score 15
4 Score 20

Repeticiones: 25



Unidad experimental: una yema sembrada en cada frasco con 30 mL de medio de

cultivo.

Variables evaluadas:

Contaminacién bacteriana y fingica: generacion de colonias bacterianas o flngicas en
el medio de cultivo. Se evalud con uno (1) el medio de cultivo contaminado y con cero

(0) los medios de cultivo no contaminados.

Viabilidad: determina la sobrevivencia del explante al proceso de desinfeccion, se
expresa con su desarrollo en el medio de cultivo, se mide determinando sobrevivencia,

vivo cero (0) y muerto uno (1).

Nivel de oxidacion: se evalué la cantidad de necrosamiento que presenta el explante a
causa de la oxidacion fendlica que genera como autodefensa a la manipulacion. Se
evalué cualitativamente en porcentaje aplicado de Jaramillo (2008) (Cuadro 2.3 y
figura 2.2).

Una semana después de la siembra se evalu6 las muestras empleando la prueba de
Chi cuadrado y un analisis descriptivo de porcentajes para las variables dicotémicas,
ademas se realiz6 un analisis de varianza (ADEVA) de los datos del disefio factorial

con la comparacién entre tratamientos mediante la prueba de Tukey al 5%.

2.2.4 Evaluacion del uso de antibioético en la desinfeccion

El presente ensayo evalu6 otro una solucién de fungicida de principio activo
carbendazim (0,5%), el cual fue utilizado en otra investigacion de cultivo in vitro
desarrollada en los mismos laboratorios con la especie Jatropha curcas (Pefia, 2009),
el motivo de su uso fue porque con esta especie arbustiva similar a la tratada en esta
investigacion presenté buenos resultados en la etapa de desinfeccién, se lo emple6 a
una concentracion de 2 mL L™*; combinado con los mejores fungicidas encontrados en
los ensayos precedentes. De igual manera se trat6 de analizar el uso de antibiéticos
en la desinfeccion del material vegetal, los cuales fueron ampicilina y rifanmicina,
guimicos de amplio espectro bactericida tanto para Gram positivas como para Gram
negativas. (Phillips et al., 1981)



2.2.4.1 Recoleccién de muestras

La recoleccién de muestras de este ensayo se la realizo de otro sector ubicado
en la Provincia de Tungurahua aledafio a Patate llamado Guadalupe, en esta ocasion
se evito traer ramas de contextura gruesa, pues en el apartado 2.2.3.1 se observo que
generaron mucha contaminacion, por lo cual se extrajo explantes de las ramas mas
apicales. El transporte se lo realizé en los frascos de vidrio boca ancha con agua

estéril, 0,15 g L™ de &cido citrico y como antibiético se utilizé 0,67 g L™ de tetraciclina.

2.2.4.2 Tratamientos de desinfeccion

En esta fase la metodologia sufrié ciertas modificaciones en cuanto al proceso

de desinfeccidn de la siguiente manera:

e De los frascos de traslado de explantes se extrajo las muestras y sobre servilletas
estériles se procedié a cortar en segmentos mas pequefios que contengan
maximo tres yemas.

e Los explantes obtenidos se los lavo a flujo constante de agua durante 1 minuto.

e Se colocaron los explantes en agua estéril con 3 g L™ de detergentey 2 mL L™ de
jabon liquido a agitacién constante por 10 minutos.

e  Se realizaron tres lavados con agua estéril para retirar residuos de jabon.

e Se realiz6 dos tratamientos con fungicidas-bactericidas, carbendazim (0,5%),
(2mL L™); sulfato de cobre pentahidratado (0,24%) (1ImL L™); y difenoconazole
(ImL L.

e Se retird el quimico con tres lavados de agua estéril.

e Se mantuvo los explantes durante 2 minutos en etanol al 70 %

e Sin enjaguar se procedid a colocarlos en hipoclorito de sodio, en donde se
aplicaron dos tratamientos a distinta concentracion, 1,5 %y 2 %.

e Se retird el hipoclorito con tres lavados con agua estéril dentro de la camara de
flujo laminar.

e La siembra de cada explante desinfectado se realizd sobre papel estéril.

e Se sumergi6é durante 10 segundos en distinta solucién de antibiético (ampicilina
(1 g LY y rifanmicina (0,67 g L™) a cada uno de los explantes, antes de su
siembra en los tubos de vidrio con medio de cultivo.



En la tabla 2.4 se detalla el DCA planteado con tratamientos utilizando
combinacion de fungicidas, distintas concentraciones de hipoclorito de sodio, y el uso

de antibioticos.

Tabla 2.4 Diferentes tratamientos de desinfeccion empleando antibidticos como control de la
contaminacion

TRATAMIENTO FUNGICIDA % CLORO | ANTIBIOTICO
1 Bavistin + Phyton 2 Ampicilina
2 Bavistin + Score 2 Rifanmicina
3 Bavistin + Score 1,5 Rifanmicina
4 Bavistin + Phyton 1,5 Ampicilina

Repeticiones: 20

Unidad experimental: una yema sembrada en cada frasco con 30 mL de medio de

cultivo.

Variables evaluadas:

Contaminacién bacteriana y fangica: presencia (1) o ausencia (0) de colonias

bacterianas o fingicas en el medio de cultivo.

Viabilidad: determina la sobrevivencia del explante al proceso de desinfeccién del cual
proviene, observando si el explante presenta viabilidad en su metabolismo o si el
necrosamiento por oxidacibn o contaminacién omiti6 su vitalidad. Se mide

determinando sobrevivencia, vivo cero (0) y muerto uno (1).

Nivel de oxidacion: se evalué la cantidad de necrosamiento que presenta el explante a
causa de la oxidacion fendlica que genera como autodefensa a la manipulacion. Se
evalué cualitativamente en porcentaje aplicado por Jaramillo (2008) (Cuadro 2.3 y

figura 2.2).

Evaluacion: una semana después de la siembra

Analisis estadistico: Se emple6 una prueba de Chi cuadrado y un analisis descriptivo

de porcentajes para las variables dicotémicas; un analisis de varianza (ADEVA) para



los datos del disefio factorial con la comparacion entre tratamientos mediante una

prueba de Tukey al 5%.

2.3 Germinacion de semillas in vitro.

Para la generacion de explantes libres de contaminacion, se decidié partir de
semillas obtenidas de frutos de plantas madre con las caracteristicas indicadas
anteriormente, el ecotipo fue el tomate amarillo puntén con pulpa de similar color,
proveniente de la provincia de Tungurahua, sector Patate. La utilizacion de semillas
para generar plantas madre puras in vitro, se realiz6 para posteriormente determinar
diferencias entre plantas ingresadas al sistema in vitro, y plantas generadas en este
sistema; esto es, comparar explantes que provienen de organogénesis somatica y
explantes generados por embriogénesis zigética en sistemas in vitro. El proceso se dio
a 23 °C y 68 % de humedad relativa; con un fotoperiodo de 16 horas e intensidad
luminica de 2100 a 2400 luxes.

2.3.1 Tratamiento de desinfeccion y variables evaluadas

La desinfeccidon que se aplicé en este ensayo es diferente a la aplicada en
ensayos anteriores, por el tipo de explante que se utiliza. Las semillas se encuentran
estériles dentro del fruto, en este punto lo que se necesita es retirar la capa gelatinosa
que las cubre llamada cubierta seminal o episperma, el cual contiene las dos capas,
testa al exterior y tegmen en el interior, para asi lograr que la semilla se quede solo en
la capa del endosperma, pues ahi se consigue un mejor desarrollo del embrion, ya que
el tejido meristematico esta mucho mas cercano a los nutrientes del medio de cultivo.
Todo el proceso de desinfeccion se lo realiz6 en la cabina de flujo laminar y se lo

estructuroé de la siguiente manera:

. Se flameo el fruto donante de las semillas con etanol al 90 %

. Se corté transversalmente el fruto por la mitad.

. Se retird la cubierta seminal de cada semilla con la utilizacién de pinza y bisturi
estériles.

. Se utilizé una jeringa de 5 mL con algoddn en la punta para que funcione como

filtro autoclavado, en donde se colocé las semillas ya procesadas.



Llena la jeringuilla se procedié a absorber etanol al 70 % y mantener las
semillas sumergidas durante dos minutos.

. De la misma forma se lava las semillas con agua estéril por tres veces.

. Se absorbié hipoclorito de sodio al 1,5 % por ocho minutos, y se lavo
nuevamente tres veces con agua estéril.

. Se procedi6 a la siembra, tres semillas por frasco.

El medio de establecimiento para la generacion de plantulas a partir de semillas
fue el propuesto por las sales de Murashige & Skoog a concentracién normal con el
implemento de vitaminas como Tiamina 0,1 mg L™, mioinositol 100 mg L™, é&cido
nicotinico 0.5 mg L™, piridoxina 0,5 mg L™ y glicina 2 mg L™. Se utiliz6 como agente
solidificante 7 g L™ de Bacto® agar y 20 g L™ de azlcar blanca; el pH se mantuvo en
581

Partiendo de este medio de cultivo base se evalu6 diferentes concentraciones
de brasinoesteroides, para determinar la mejor respuesta de los explantes a este
regulador. Los tratamientos utilizados se detallan en la tabla 2.5.

Tabla 2.5 Diferentes concentraciones de brasinoesteroides utilizados en la germinacion in

vitro de semillas de tomate de arbol

TRATAMIENTO CONCENTRACION DE
BRASINOLIDA (mg L™)
0
0,04
0,4
1
4

QB WIN(F

Repeticiones: 24

Unidad experimental: una semilla en un frasco con 30 mL de medio de cultivo.

Variables evaluadas:

Germinacion: se evaluo si la semilla gener6 alguna clase de desarrollo, ya sea como

brote o radicular, denominando como uno (1) a germinacién, y cero (0) a no

germinacion (Figura 2.3)



Figura 2.3 Fotos que representan germinacion o no de las semillas desarrolladas en

cultivo in vitro

Grosor del tallo (GT): se evalud cualitativamente en tres niveles de grosor: uno (1) a

tallo delgado; dos (2) a tallo de grosura mediana, tres (3) a tallo grueso y cuatro (4) a
semillas que no fueron viables (Figura 2.4).

Figura2.4 Clasificacion de niveles de grosor de tallo. (1)Delgado, (2) Medioy (3)
Grueso

Altura de la Planta (AT): se evalud la altura de la plantula partiendo desde la superficie

del agar con el uso de una regla milimetrada, el valor obtenido se dio en milimetros

Nimero de brotes (NB): se evaludé cuantitativamente el nimero de brotes que
generaron las semillas desarrolladas in vitro (Figura 2.5).



Figura 2.5 Numero de brotes determinado por las yemas axilares y la yema apical generadas a

partir del desarrollo de la semilla in vitro.

Densidad de la raiz (DR): las raices que se formaron presentaron diametros muy
reducidos, por lo cual no se realiz6 una evaluacioén cuantitativa, sino cualitativa; en la
cual se separo tres niveles distintos de densidad de raiz; los cuales fueron uno (1)
poco, entre 1 a 15 raices; dos (2) medio, entre 15 y 30 raices y, tres (3) abundante,
mayor a 30 raices presentes en el medio de cultivo, se tomo en cuenta raices

profundas como superficiales (Figura 2.6).

Figura 2.6 Densidad de raiz dividida en tres niveles, (1) poco, (2) medio, (3) abundante.

Transcurridos 45 dias después de la siembra se aplic6 una evaluacion
estadistica en base a pruebas de Chi cuadrado y un analisis descriptivo de porcentajes
para las variables dicotdmicas, y una prueba de varianza (ADEVA) para los datos del
disefio factorial con la comparacion entre tratamientos mediante la prueba de Tukey al
5%.



2.4 Etapa de Multiplicacion

Ya establecida la mejor desinfeccion se procedié a la siguiente fase, en la cual
se trabajo con las sales de Murashige y Skoog (MS) a las tres cuartas partes de su
concentracion suplementado con 0,1 g.-L* de Mioinositol, 0,5 mg.-L™ de &cido
nicotinico, 2 mg.-L™ de glicina, 1 mg.-L™ de Tiamina, 0,5 mg L™ de piridoxina; medio de
cultivo tomado de anteriores apartados, y ya estandarizado para todos los procesos de
multiplicacién. En esta etapa se incluye en las vitaminas a la glutamina en
concentracion de 2,5 mg L™; pues otorga mayor contenido de nitrégeno, lo que genero

mayor crecimiento y desarrollo del explante (Moré et al., 2001).

Se disminuy6 la cantidad azicar a 10 gramos por litro en el medio nutritivo,
pues con menor cantidad de carbono la planta genera energia suficiente para crecer y
desarrollarse, mas no para autodefenderse, con lo cual se logré evitar la generacién
de polifenoles precursores de la oxidacion de los explantes sembrados como lo
menciona Pierik (1990).

El disefio experimental (Tabla 2.6) se basé en un arreglo factorial evaluando
tres biorreguladores de crecimiento a tres concentraciones diferentes cada uno; en
esta etapa se utiliz6 mayor concentracion de citoquininas que auxinas para obtener un
buen desempefio sinérgico hormonal (Roca, 1991), y se utilizé las mejores
concentraciones de brasinolida obtenidas del apartado 2.3. Los biorreguladores de
crecimiento o llamadas también hormonas utilizadas en este ensayo fueron brasinolida
(Brs) como un brasinoesteroide especifico, &cido indol acético (AIA) y bencil amino
purina (BAP) (Tabla 2.6). Se determiné las mejores interacciones de las brasinolidas
con los otros biorreguladores de crecimiento para su aplicacion en produccion masiva
de la especie. Se estableci6 un arreglo factorial 3x3x3 en un DCA con diez

repeticiones, por tanto se obtuvieron 27 tratamientos en total (Tabla 2.7).

Tabla 2.6 Concentraciones de reguladores de crecimiento para la aplicacion del arreglo

factorial en el cultivo in vitro de Solamun betaceum

Biorreguladores

Auxina | Citoquinina | Brasinolida

Concentracion | 0mgL” omgL™ OmglL?
0,5mgL* 1mglL* 1mglL™




1mglL? 2mgL*? 4mgL?

Tabla 2.7 Diferentes tratamientos aplicados en la multiplicacién de brotes de tomate de arbol

Tratamiento | AIAmgL" | BAP mgL" |Brasinolida mg L™
1 0 0 0
2 0 0 1
3 0 0 4
4 0 1 0
5 0 1 1
6 0 1 4
7 0 2 0
8 0 2 1
9 0 2 4
10 0,5 0 0
11 0,5 0 1
12 0,5 0 4
13 0,5 1 0
14 0,5 1 1
15 0,5 1 4
16 0,5 2 0
17 0,5 2 1
18 0,5 2 4
19 1 0 0
20 1 0 1
21 1 0 4
22 1 1 0
23 1 1 1
24 1 1 4
25 1 2 0
26 1 2 1
27 1 2 4

Cabe mencionar que se realizé el ensayo por duplicado, ya que se lo aplicé con
explantes que provinieron de organogénesis somética (plantas obtenidas de campo a
partir de yemas axilares o apicales) y con explantes obtenidos de embriogénesis
cigdtica (plantas obtenidas in vitro a partir de semilla); obteniendo un aproximado de

540 muestras a evaluar.

Unidad experimental: una yema inducida in vitro o una yema introducida al sistema in

vitro desde campo; trasplantada en un frasco con 30 mL de medio de cultivo.



Variables evaluadas:

Viabilidad o sobrevivencia: Se determinara el necrosamiento de la planta de manera

cualitativa. Se evalla vivo cero (0) y uno (1) muerto. (Figura 2.7)

(1) Muerto (0) Vivo
Figura 2.7 Representacion grafica de explantes que presentaron o no sobrevivencia al sistema

de cultivo in vitro.

Nivel de Oxidacién: Se observara el nivel de oscurecimiento del medio de cultivo de
manera cualitativa en distintos porcentajes tomando como referencia Jaramillo, 2008.
Se evalla seis niveles de oxidacion (15, 30, 45, 60, 75y 90%) (Cuadro 2.3; Figura 2.2)

Numero de Brotes: NUmero de brotes por yema o explante determinado

cuantitativamente por observacion. (Figura 2.8)

Figura 2.8 Representacion gréfica de brotes originados en el cultivo in vitro de Solanum

betaceum en la fase de multiplicacién



NUmero de raices: Numero de raices en cada vitroplanta determinado

cuantitativamente por observacion. (Figura 2.6)

Formacion de callo: Cantidad de células determinado por cantidad de masa
ocupacional de éstas en el medio de cultivo de forma cualitativa. Se estableci6 tres
niveles, formacion baja, uno (1); formaciéon media, dos (2) y alta formacion, tres (3).
Cuando el explante no germind se coloca cero (0). (Figura 2.9)

Figura 2.9. Niveles de grosor de callo. (1) bajo (2) medio y (3) alto

Altura de la planta: Altura de la planta medida en milimetros desde la superficie del
agar hasta el alto de su apice u hoja, con el uso de una regla milimetrada, tomada a

los 34 dias transcurridos desde su siembra. (Figura 2.10)

Figura 2.10 Altura de la planta tomada en milimetros a partir de la superficie del agar

Grosor del tallo: Ancho del tallo aéreo medido cualitativamente en tres niveles, tomado
a los 34 dias de su siembra. Los niveles se detallan como delgado, uno(1); medio, dos
(2) y grueso, tres (3) (Figura 2.11).



Figura 2.11 Clasificacion visual de tallos segun su grosor. 1. Delgado. 2. Grosura mediana
(presenta ramificaciones axilares y hojas). 3. Grueso (presenta ramificaciones axilares, hojas y

genera des diferenciacion de células, aumentando su grosor)

Vigorosidad: se determina cualitativamente en tres niveles acorde a la vitalidad que
presente el explante, pues existen plantulas que no estén contaminadas u oxidadas
pero su introduccion en el sistema de cultivo in vitro no produce buenos resultados,
entonces su vigorosidad sera baja, ya que ese explante tiende a morir; o por el
contrario un explante que presente oxidacion pero buena vitalidad se lo califica con
una vigorosidad alta. Los niveles son vigorosidad baja uno (1); medio, dos (2) y alta,
tres (3). (Figura 2.12)

Figura 2.12 Representacion grafica de los niveles de vigorosidad
(1) bajo, (2) medio y (3) alto

Evaluacion: 37 dias después de la siembra.



Andlisis estadistico: para las variables dicotobmicas se aplicO pruebas no
paramétricas como el empleo de una prueba de Chi cuadrado y un andlisis descriptivo
de porcentajes para las variables dicotomicas; para el factorial con variables
cuantitativas se aplicé un andlisis de varianza (ADEVA) con la comparacion entre
tratamientos mediante una prueba de Tukey al 5%.

2.5 Etapa de Aclimatacion

Con plantas desarrolladas in vitro por alrededor de dos meses, y después de
haber evaluado todos los tratamientos se procedié a esta Ultima fase, la cual es la
culminacion de la investigacion, pues se determina si al final las plantas son viables
para una comercializaciéon. Se analizd la sobrevivencia de las nuevas plantulas ex
vitro, teniendo en cuenta los tratamientos con reguladores de crecimiento de la etapa
de multiplicacién previa, de los cuales provienen. En esta etapa se trabajo con tierra
preparada por el INIAP, la cual esta constituida de 30 % pomina, 30 % humus y 40 %
tierra negra de paramo, este sustrato se autoclavo por una hora, y se coloco en vasos
descartables con huecos para circulacion del agua de riego, se lavo las raices de las
plantas extraidas de in vitro y se procedio a la siembra.

Variables evaluadas:

Sobrevivencia: evaluado con cero (0) si no sobrevivio a la etapa de aclimatacion y uno
(1) si sobrevivié (Figura 2.13).

Figura 2.13 Representacién de plantas sobrevivientes a la etapa de aclimatacion

Grosor del tallo: evaluado en tres niveles; delgado, medio y grueso. (Figura 2.11)



Altura de la planta: Medida en milimetros desde la superficie del sustrato hasta el alto

de su apice u hoja, con el uso de una regla milimetrada.

Coloracion:; determinado cualitativamente en tres niveles; parduzco o cloréticas uno

(1); mediadamente verde, dos (2) y verde como tres (3). (Figura 2.14)

Figura 2.14 Representacion grafica de la coloracién que presentaron las plantas en la etapa de

aclimatacion
Evaluacion: 45 dias después de la siembra
Anadlisis estadistico: Se empled una prueba de Chi cuadrado y un analisis descriptivo
de porcentajes para las variables dicotomicas, ademas se realizé un analisis de
varianza (ADEVA) de los datos del disefio factorial con la comparacién entre
tratamientos mediante la prueba de Tukey al 5%.

Programa estadistico

Se empled el programa estadistico SPSS 15.0 para el andlisis de todos los datos.






