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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar diferentes alternativas de micropropagacion que
permitan determinar la opcién mas eficiente para la multiplicacion masiva de plantulas de
tomate de arbol; se evaluaron tres auxinas AIA, ANA y 2,4-D en diferentes dosis,
combinadas con BAP (1,0 mg.L™y 3,0 mg.L™?), en un medio de cultivo Murashige y Skoog
(MS) utilizando hipocotilos como explantes. Para en andlisis estadistico se utilizé un disefio
irrestrictamente al azar con arreglo factorial con 27 tratamientos para un total de 270
unidades experimentales. EI mayor promedio de nimero de brotes se obtuvo con AIA 0,5
mg.L+ BAP 3,0 mg.L™ con 11,6 brotes; el porcentaje de enraizamiento del explante fue
mayor en los testigos sin fitorreguladores y con la inclusion de AlA. La variable formacion
de plantas completas tuvo mejor comportamiento con AIA 0,5 mgL™ (36,9%). El mejor
porcentaje de enraizamiento de brotes obtenidos a partir de hipocotilos, se obtuvo con las
dosis hormonales AIA 1,0 mg.L™ + BAP 3,0 mg.L™, con 96,23%. Las plantas enraizadas
fueron exitosamente trasferidas etapa de endurecimiento con un 96,6% de supervivencia.

Palabras clave: BAP, AIA, ANA, 2,4-D, micropropagacion, hipocotilos.

ABSTRACT

This study was carry out to evaluate different alternatives of micropropagation that would
allow us to determine the most efficient option for the mass production of tomato tree
plants; Hypocotyls explants were evaluated under the effect of was Murashige y Skoog
(MS). For the statistical analysis was used unrestrictedly randomized design with factorial
arrangement with 27 treatments for full 270 experimental units. The largest average of
number of shoots was obtained when using AIA 0.5 mg.L ™+ BAP 3,0 mg.L™ with a value
of 11,6 shoots. The best treatment for rooting of hypocotyls was AIA and the control
without phytoregulators. The variable formation of complete plants responded better to
AIlA 0.5mg.L™?, with a 36.9%. The best average for rooting of shoots obtained was obtained
with AIA 1,0 mg.L™+ BAP 3,0 mg.L™" with 96,23%. The rooted plant were successfully

transplanted into the soil with a 96.6% survival rate.

Key words: BAP, AIA, ANA, 2,4-D, micropropagation, hypocotyls.
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INTRODUCCION

El tomate de arbol es una fruta tropical de origen andino (Pringle y Murray, 1991) de
amplias posibilidades de exportacidn en los mercados internacionales (ProColombia, 2015).
Se considera que es una fruta importante a nivel agricola por su valor nutricional y
comercial (Bonnet y Cardenas, 2012). También es una alternativa de para la diversificacion
de cultivos, pese a su demanda no hay paquetes tecnologicos sostenibles que involucren
variedades o hibridos mejorados, que permitan desarrollar protocolos de micropropagacion

que proporcionen clones vigorosos para su posterior regeneracion (CIAT, 2003).

En Colombia existen 8.399 has sembradas de tomate de arbol generalmente el cultivo se
realiza con semilla del agricultor con alta heterogenidad genética, de igual manera en
Narifio con 381 has sembradas, los bajos niveles tecnoldgicos del cultivo y los problemas
sanitarios severos, hacen que su rendimiento (6,8 t.ha™) sea muy inferior al promedio
nacional (19.9 t.ha®) (AGRONET, 2015).

Las dificultades para el mantenimiento de la variabilidad genética en campo, asi como la
conservacion de los atributos genéticos de las variedades producidas por el fitomejorador,
debido al caracter alogamo de la especie, requieren de metodologias de multiplicacion
vegetal de alta eficiencia que posean fidelidad genética; la técnica de cultivos de tejidos
ofrece esta posibilidad, ademéas de reducen los riesgos por contaminacion de patdgenos,
requieren de areas reducidas para la produccién de grandes cantidades de plantas uniformes
(clones) y facilidad de transporte (Rout et al., 2006).

El cultivo in vitro es una herramienta biotecnoldgica que utiliza el concepto de la
totipotencia celular, como uno de sus fundamentos; este concepto indica que cualquier
célula vegetal, contiene una copia integra del material genéetico de la planta a la que
pertenece, independiente de su funcion o posicion en ella (Ferl y Paul, 2000). Esta técnica

facilita una rapida multiplicacion de variedades mejoradas o de clones élite y se constituyen



en una herramienta fundamental para la ingenieria genética (Kothari et al., 2010). Ya que
permiten multiplicar de forma répida, econémica y rentable, material élite en cualquier

época del afio (Calva y Pérez, 2005).

Contreras y Almeida (2003) cultivaron cotiledones e hipocotilos de semillas de tomate de
arbol recién germinadas en medio MS suplementado con BA (2.0, 3.5, 5.0 mg.L™) + AIA
(0.5, 0.75, 1.0 mg.L™) como inductores de morfogénesis; en dos meses, observaron
organogénesis de yemas y obtuvieron plantas normales al cultivarlas en medio MS sin

reguladores.

Giraldo y Martinez (1998) encontraron que la presencia de BAP en el medio de cultivo,
promovid la formacion de brotes en los explantes foliares de hojas de plantulas propagadas

in vitro de las variedades de tomate de arbol comun y tomate de arbol rojo.

Apraez et al. (2012) regeneraron plantas de Cyphomandra betacea utilizando MS + 5 mg.L"
' de 2,4-D a partir de callos, con un porcentaje de 14,66 %. Guimarédes et al. (1996)
describieron la obtencién de plantulas de tomate in vitro por organogeénesis, utilizando
como explantes hipocotilos y hojas cotiledonares de tomate de arbol en presencia de ANA
+ AIB, ademas describen procesos organogénicos y embriogénicos de tomate de arbol a
partir de diferentes explantes como hipocotilos, cotiledones, raices, embriones cigo6ticos

maduros y a partir de protoplastos.

Basados en lo anterior se realizd el presente trabajo con el objeto de contribuir al
conocimiento de la produccion in vitro de plantulas de tomate de arbol, a partir de
hipocotilos evaluando el efecto de diferentes combinaciones de fitorreguladores y la

capacidad de las plantulas obtenidas para aclimatarse.



MATERIALES Y METODOS

Localizacién. Este trabajo se realizo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales y el
invernadero de la Universidad de Narifio ubicados en San Juan de Pasto, Departamento de
Narifio - Colombia a una altitud de 2.540 msnm con una temperatura promedio interna de

18°C y 24°C, respectivamente.

Obtencion de semilla. La semilla sexual, se obtuvo a partir de frutos en estado de madurez
completa, seleccionados de un mismo arbol de tomate Rojo Comun y teniendo en cuenta

sus caracteristicas de sanidad y productividad.

Lavado y siembra de semilla in vitro. La desinfestacion de las semillas se realizé con
inmersion en yodo al 5% durante 15 minutos, tres lavados con agua estéril; Estas semillas
se sumergieron en hipoclorito al 1,5% durante 10 minutos y se lavaron cinco veces con
agua estéril; La siembra de estas semillas se realiz6 en camara de flujo, colocando ocho

semillas por frasco con 20 ml de medio de cultivo agar (7,0 g.I™).

Seis semanas después de la siembra se extrajeron las plantulas para separar los hipocotilos
que se dividieron en trozos de 1 cm aproximadamente; éstos se colocaron horizontalmente
sobre un medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) suplementado con diferentes dosis de
fitoreguladores (Tabla 1), con 7,0 g.L™ de agar, 3% de sacarosa y un pH de 5,8. Los
explantes sembrados se mantuvieron en condiciones de 12h/12h de luz y una temperatura
media de 22°C.
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Tabla 1. Tratamientos

correspondientes a los fitorreguladores y sus combinaciones,

utilizados en la produccién de plantulas a partir de hipocotilos de C. betacea.

Trat  Fitorreguladores Trat Fitorreguladores

1 ANA 0mg.L* + BAP O mg.L* 15 24-D15mg.L™*+BAP3,0mg.L"
2 ANA 0mg.L™+BAP15mg.L? 16  2,4-D3,0mg.L"+ BAPO mg.L™

3 ANA O0mg.L*+BAP30mgL! 17 24-D3,0mg.L*'+BAP15mg.L"
4 ANA 3,0mg.L*+BAPOmg.L! 18 2,4-D3,0mg.L*+BAP3,0mg.L"?
5 ANA 3,0mg.L*+BAP15mgL* 19 AIAOmg.L*+BAPOmg.L™

6 ANA 30mg.L*+BAP3,0mg.L* 20 AIAOmg.L*+BAP15mg.L*

7 ANA 6,0 mg.L*+BAP Omg.L* 21  AIAOmg.L*+BAP15mg.L*

8 ANA 6,0mg.L*+BAP15mg.L* 22  AIA 05mg.L +BAP O mg.L™

9 ANA 6,0mg.L*+BAP 30mg.L? 23  AIA 05mg.L"+BAP15mg.L"?
10  24-D0Omg.L*+BAPOmg.L* 24 AIA 0,5mg.L*+ BAP 3,0 mg.L*
11  24-DOmg.L*+BAP15mgL? 25 AIA 1,0mg.L*+BAPOmg.L"
12 2,4-D0mg.L*+BAP3mg.L* 26  AIA 1,0mg.L"*+ BAP 1,5 mg.L™
13  24-D15mgL'+BAPOmg.L* 27 AIA 1,0mg.L"+ BAP3,0mg.L"
14  24-D1,5mg.L+BAP15mg.L"

Disefio experimental. Los tratamientos se distribuyeron en un disefio irrestrictamente al

azar (DIA) con arreglo factorial; factor A: dosis de BAP (0 mg.L™, 1,5 mg.L™" y 3,0 mg.L"

1), factor B: auxinas (ANA, AIA, 2,4 D) y factor C: dosis de auxinas (tres) para un total de

27 tratamientos, con diez repeticiones y 270 unidades experimentales; cada unidad

experimental estuvo conformada por tres explantes.

Variables. Cada 30 dias y por un espacio de 60 dias se realizaron

evaluaciones:
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Explantes con emision de brotes. Se contd el nimero de brotes totales/ nimero de
explantes sembrados; considerando un brote como una estructura diferenciada con tallo y

hojas.

Explantes enraizados. Se contd el nimero de explantes con emision de raices mediante

organogénesis directa/numero de explantes sembrados.

Explantes con emision de plantas completas. Se contd el nimero de explantes que

formaron plantas completas (raiz, tallo, hojas) mediante organogénesis directa.

Produccién de plantulas. A los 60 dias, se procedié a trasplantar los brotes obtenidos de
aquellos tratamientos que los generaron (AIA 0,5 mg.L ™+ BAP 1,5 mg.L™!; AIA 0,5 mg.L”
'+ BAP 3,0 mg.L!; BAP 3,0 mg.L™; BAP 1,5 mg.L™"; AIA 1,0 mg.L™* + BAP 1,5 mg.L°
LAIA 1,0 mg.L ™'+ BAP 3 mg.L™?) se cortaron y se sembraron en medio béasico MS (1962),
suplementado con AGs (0,5 mg.L™).

El analisis de los tratamientos por su produccion de plantulas se realizdé con base en el
modelos del disefio irrestrictamente al azar (DIA) con diez repeticiones. Se evalu6 30 dias
después de la siembra el porcentaje de enraizamiento de los brotes. Aquellas tratamientos
qgue mostraron diferencias estadisticas se sometieron a una prueba de comparacion de
medias (DMS) al 95% de confiabilidad.

Fase de aclimatacion. Se tomaron 10 plantas por cada tratamiento y se sembraron
individualmente en bandejas de germinacién empleando turba como sustrato y se colocaron
en condiciones de invernadero con alta humedad relativa. Treinta dias después se procedio
a evaluar el porcentaje de aclimatacion con base en el nimero de plantulas vivas en

sustrato/plantulas transferidas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 2 se muestra el Analisis de Varianza (ANDEVA) para las variables niUmero de
brotes (NB), porcentaje de enraizamiento (R), porcentaje de formacion de plantulas
completas (FPC), con diferencias estadisticas altamente significativas en todas las fuentes

de variacion.

Tabla 2. ANDEVA para las variables nimero de brotes (NB), porcentaje de enraizamiento
(PE) y porcentaje de formacion de plantulas completas (PPC) a partir de hipocotilos de
tomate de arbol (C. betacea). Sembrados en medio de cultivo MS con diferentes
combinaciones de fitorreguladores.

CUADRADOS MEDIOS

FV GL NB PE PPC
Dosis BAP (A) 2 820** 73129,7** 5963,3**
Auxinas (B) 2 628,6** 22536,9** 1201,6**
Dosis de auxina (C) 2 766,9** 10482,9** 716,8**
A*B 4 160,7** 5748,4** 380,8**
A*C 4 119,1** 9906,4** 1201,6**
B*C 4 156,8** 12875,9** 716,8**
A*B*C 8 30,8** 21686,2** 380,8**
Error 243 5,5 1444 21,9

*= nivel de significancia al 95% de confiabilidad; **= nivel de significancia al 99% de
confiabilidad.

Numero de brotes (NB). La formacion de brotes fue estimulada por la aplicacion de
diferentes dosis de BAP solas o combinadas con AIA y totalmente inhibidas por la
inclusion de los fitorreguladores ANA y 2,4-D (Figura 1). Estos resultados fueron similares
a los reportados por Howell et al. (2003) quienes afirman que las citoquininas son las
hormonas claves para inducir la formacion de nuevos brotes en diversos explantes in vitro
(hojas, raices, cotiledones). La célula vegetal indiferenciada puede tomar dos caminos,
crecer y dividirse o alargarse sin dividirse, la primera permanece indiferenciada, mientras

que la segunda tiende a diferenciarse (Raven et al., 1992). Coenen y Lomax (1997) afirman
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que gran parte de las respuestas de totipotencia celular, de morfogénesis in vitro y de
regeneracion de plantas, ocurren en presencia de niveles apropiados de citoquininas y

auxinas.

La incorporacion de ANA y de 2,4-D en sus dosis evaluadas, inhibié totalmente la
formacion de brotes de tomate de arbol a partir de hipocotilos, ya que en un medio sin

auxinas se observo un promedio de 0,9 brotes por frasco.

Cuando el medio de cultivo se suplementé con 0,5 mg.L™" de AIA, se incrementd la
formacion de brotes (1,5 brotes) con diferencias estadisticas respecto al testigo (0 mg.L™ de
AIA) y con respecto a la incorporacion de 1,0 mg.L™" de AIA, los cuales presentaron un
promedio de 0,9 brotes (Figura 1).

Cuando no se aplicaron las auxinas ANA y 2,4-D, la incorporacién de BAP (1,5mg.L" y
3,0 mg.L'™h), indujo los mayores incrementos en la formacién de brotes a partir de
hipocotilos de tomate de arbol, ya que cuando éstas se aplicaron inhibieron completamente
la brotacidn.

La combinacion en el medio de cultivo de BAP con AIA, no resulto efectiva para
incrementar la brotacién; con BAP (1,5mg.L™), la formacién de brotes se redujo de 9,7
brotes sin AlA, a 9,3 brotes con 0,5 mg.L™ de AIA y a 6,8 brotes con 1,0 mg.L™ de AIA,
sin diferencias estadisticas (Figura 1). El incremento en las dosis de BAP a 3,0
mg.L™?, permitié una mayor brotacién con 11,4 brotes, que se mantuvo al adicionar AIA
(0,5 mg.L™") con 11,6 brotes y 11,1 brotes con la dosis de 1,0 mg.L™, sin diferencias
estadisticas entre ellos (Figura 1). Los brotes obtenidos a partir de hipocotilos de tomate de
arbol en un medio MS con BAP y BAP + AIA estuvieron listos para su enraizamiento entre

los 45 y 60 dias despues de la siembra (Figura 2).

Resultados similares fueron reportados por Obando y Jordan (2001) quienes evaluaron el
potencial de regeneracion in vitro de hipocotilos de tomate de arbol encontrando que los
explantes en presencia de TDZ (Thidiazuron), solo o combinado con AlA, inducian

inicialmente callos y posteriormente brotes, los cuales se formaron 4-5 semanas después de
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iniciado el cultivo. La mayor tasa de induccion de brotes los obtuvieron utilizando TDZ
solo (93,3%). De igual manera Kurshid et al. (2008) indujeron la brotacién de embriones
somaticos de Solanum melongena L., en MS suplementado con 0,25 mg.Lde BAP
obteniendo un promedio de 46 brotes. Se considera que en los cultivos in vitro, la induccion
de organogénesis por efecto de citoquininas, esta encaminada a la formacion de yemas, las
cuales son obtenidas con base en una proporcién de citoquinina alta con respecto a la

auxina (Espinosa et al., 2005).

14
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(Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes).

Figura 1. Promedio de brotes de tomate de arbol obtenidos con la combinacion de BAP (0,0 mg.L
1 '1,5mg.L?, 3,0 mg.L™) con dosis de AIA (0,0 mg.L™?, 0,5 mg.L™, 1,0 mg.L™).

Porcentaje de enraizamiento (PE). En general, la formacién de raices fue estimulada por
la incorporacion de AIA e inhibida por 2,4D y ANA en dosis altas, presentandose en estos
dos ultimos casos callogénesis. Los contenidos éptimos de auxinas en el medio de cultivo
inducen el crecimiento de raices (Mantell et al., 1993; Barba, 1991); Litz y Jarret (1993)
indicaron que la adicion de auxinas al medio de cultivo promueve la formacion de callo,
pero en la etapa de enraizamiento es un factor indeseable, ya que por ser un tejido de
consistencia mucilaginosa, dificulta la manipulacién de las plantulas en el momento del

trasplante.
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a b C

Figura 2. Brotes formados a partir de hipocotilos obtenidos con MS + BAP 3 mg.L™*+
AIA 1 mg.L™ a) 30 dias. b) 45 dias. c). 60 dias.

La prueba de comparacion de medias para BAP*auxinas*dosis de auxina mostré que sin
BAP (Figura 3) la aplicacion de AIA tuvo una respuesta similar en el porcentaje de
enraizamiento de 93,100 y 93,3%, en su orden. Con la aplicacion 2,4-D y ANA se redujo
significativamente el enraizamiento observado con el testigo sin aplicacion de hormonas,

cuyo porcentaje fue 93%.

Cuando se aplicé BAP (1,5 mg.L™) (Figura 3), la inclusién de 2,4-D y ANA inhibi6
totalmente la formacion de raices, en comparacion con BAP solo, que mostré un promedio
de enraizamiento del 6,6%. Por el contrario, la aplicacién de AIA (0,5 mg.L™) mostré el
mejor comportamiento de la variable porcentaje de enraizamiento con un promedio de 36,6
% con diferencias estadisticas cuando se compar6 con AlA (1,0 mg.L™) y con el testigo

cuyos promedios fueron de 6,6 y 13,3% respectivamente.

Con 3,0 mg.L™" de BAP, el proceso de enraizamiento se impidid. Al respecto, Kaparakis y
Alderson (2002) en un trabajo de embriogénesis somética en tomate (Lycopersicon
sculentum) encontraron que dosis altas de BAP no permiten la formaciéon de raices y
produjeron tejidos aéreos con limitado crecimiento; segun Lee (1974) parte de los efectos
biolégicos producidos por las citoquininas como el BAP, puede deberse a que inhiben la
actividad, distribuciéon y composicion del AIA. Asi mismo, Humphries (1960) afirma que
altas concentraciones de citoquininas (0-10 mg.L™) inhiben la formacién de raices y el

efecto promotor de otros fitorreguladores (Ben-Jaacov et al., 1991). Por esta razon, estos
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reguladores se omiten en el cultivo de tejidos cuando se requiere el enraizamiento de
brotes, o se requiere de varios subcultivos en medio libre de citoquininas antes de iniciar el

enraizamiento.

100

A A Al &
9"} -
m -
70 Dosis 0
o | ANA 0 mg/I
e AIA 0 mg/l
_g, 50 - 2,4D 0mg/l
g a0 | o Dosis 1
‘T - ANA 3 mg/l
S AIA 0,5 mg/I
g 20 2 2,4D 1,5mg/l
I L " H 5 Dosis 2
o BB B:- B-=- R 2:\? 2mg/||
AN Pl 24D | aa | ANA | 24D | Aa meg/
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BAFD | BAFD | BAFD | BAFLS| BAFLS | BAFL,S

Diferentes dosis de BAP + diferentes dosis de auxina
(Promedios con 1a misma letra No son signiTicativamente aITerentes).

Figura 3. Porcentajes de enraizamiento de explantes de hipocotilos de tomate de arbol,
obtenidos en medio MS con BAP combinado con dosis de 2,4-D, AlA, y ANA.

Porcentaje de formacién de plantas completas (FPC). La formacién de plantulas
completas se presento en el testigo sin reguladores y con la utilizacion de AIA en el medio
MS. En la micropropagacion de plantas, el efecto principal de las auxinas es la formacion
de raices y crecimiento de callos (Gonzales, 2003), procesos que se presentan de acuerdo al

tipo y concentracion del fitorregulador que se utilice (Smith, 2000).

La prueba de comparacion de medias indico que sin BAP la aplicacion de AIA (0,5 mg.L”
1, indujo el mayor promedio de plantulas completas (36,9%) en comparacién a la no

aplicacion o a la aplicacion de AIA (1,0 mg.L™), cuyos promedios fueron 23,3 y 19,97%,
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correspondientemente (Figura 4). Ningun tratamiento con inclusion de BAP condujo a la
formacion de plantas completas.

Por su parte Chacon et al., (2013) al evaluar diferentes medios de cultivo para tomate de
arbol, encontraron que la mejor respuesta en la obtencion de raiz y tallo in vitro se obtuvo
en los medios de cultivo MS suplementados con 6,0 g.L™ de agar y 3% de sacarosa y con
8,0 g.L™ de agar y 3% de sacarosa, los cuales mostraron los periodos de enraizamiento més
cortos, el mayor nimero promedio de raices y la mayor longitud promedio de raiz y tallo.

La prueba de comparacion de medias mostro que cuando se aplicé 2,4 D (1,5 mg.Ly 3,
mg.L") y ANA (3,0 mg.L™ y 6,0 mg.L™") no se presentd formacion de plantulas, con
diferencias estadisticas significativas al compararse con el testigo sin fitorreguladores el
cual presento un promedio de 23,3%. Cuando se aplicé BAP (1,5mg.L*y3,0 mg.L™") més

las auxinas en cualquiera de sus dosis, no se obtuvo la formacién de plantulas completas.

40 A
" - Dosis 0
© 35
ki ANA 0 mg/I
£ 30 AIA 0 mg/l
§ 2,4D 0mg/l
£ 25 A B A Dosis 1
s B ANA 3 mg/|
S 20 - AIA 0,5 mg/
§ 2,4D 1,5 mg/l
£ 15 Dosis 2
S 10 - ANA 6 mg/|
X AIA 1 mg/l

5 - 2,4D 3 mg/l

B B B B
O _
2,4D AIA ANA

Diferentes dosis de auxinas
(Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes).

Figura 4. Porcentajes de formacion de plantas completas obtenidas con las auxinas ANA,
2,4-D y AlA en diferentes dosis, sin aplicacion BAP.
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Porcentaje de enraizamiento de brotes. En la Tabla 3, se muestra el Analisis de Varianza
(ANDEVA) para la variable porcentaje de brotes enraizados en medio MS + sacarosa al
3%, agar 7,0 g.L'y AG; 05 mg.L®. En esta variable se presentaron diferencias
estadisticas altamente significativas. Teniendo en cuenta que el objetivo de mejorar la
eficiencia en la multiplicacion de plantas pasa por inducir un alto nimero de brotes para
posteriormente enraizarlos, se procedié a promover la formacion de plantas completas a

partir de los brotes obtenidos en los tratamientos anteriormente evaluados.

Tabla 3. ANDEVA para la variable porcentaje de enraizamiento de brotes obtenidos a

partir de hipocotilos de tomate de arbol (C. betacea).

FV GL CM
TRATAMIENTO 9 788, 7**
ERROR 75 19,23

**= nivel de significancia al 99% de confiablidad.

En la Figura 5 se presenta el porcentaje de enraizamiento de los brotes provenientes de
explantes de hipocotilos sembrados con diferentes combinaciones hormonales; los mayores
valores se obtuvieron con brotes obtenidos en el medio MS con la inclusion de AIA 1
mg.L™t + BAP 3 mg.L™, con un porcentaje de 96,23%. Cuando los brotes provenian de los
tratamientos AIA 0,5 mg.L"*+ BAP 3 mg.L™, BAP 3 mg.L, BAP 1,5 mg.L*, AIA 1,0
mg.L™ + BAP 1,5 mg.L™, los porcentajes de enraizamientos oscilaron entre 87,2 'y 93,3%

sin diferencias estadisticas entre ellos.

Los menores porcentajes de enraizamientos de brotes se observaron en aquellos
provenientes de la combinacién de AIA (0,5 mg.L™?) y BAP (1,5 mg.L™), con diferencias
estadisticas respecto a los demas tratamientos (Figura 5); En este sentido Bhaskaran y
Smith (1990) afirman que la alta concentracion de auxinas favorece la aparicion de raices
en los explantes y el posterior enraizamiento de los brotes en medio sin regulador de
crecimiento, de la misma manera cabe destacar que existen interacciones de sintesis y

degradacion de AGs con otras hormonas, como el AIA. Se ha determinado que la presencia
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de AIA estimula la sintesis de GA; provocando consiguiente crecimiento (Thomas et al.,
1999).

100 A

90 - A A

BO A

70 -

50 A

50 A

40 A

30 A

% de enraizamientn

20 A

10 A

AIAD,5BAPL,S AIAD,5BAP3,0 BAP3.D BAP15 AlA1,0BAPL,5 AlA1,0BAP3,0
Concentracion de fitoreguladores
(Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes).

Figura 5. Porcentaje de enraizamiento de brotes obtenidos a partir de hipocotilos de tomate

de arbol con diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento.

Fase de aclimatacion. Se obtuvieron plantas completas, regeneradas a partir de hipocotilos
con un 96,6 % de supervivencia. La aclimatacion es un factor importante en la posterior
supervivencia de la planta, ya que es una etapa critica dentro del proceso, en la que se
produce la mayor pérdida de plantas; es importante comenzar reduciendo gradualmente la
humedad relativa para permitir un endurecimiento de la cuticula y disminuir la pérdida de
agua; por otra parte, para tener mejores resultados en el establecimiento in vivo es necesario

el desarrollo radicular in vitro (Pierik, 1990).

Resultados similares obtuvieron Medina et al. (2008) con brotes adventicios provenientes
de segmentos de hoja de S. sessiliflorun Dunal, utilizando medio de cultivo MS
suplementado con Kinetina (0,25 a 2 mg.Ly 0,01 a 1 mg.L™*AIA). Los brotes obtenidos

fueron inducidos para formar raiz por trasferencia a un medio con BA y ANA (0,5 mg.L™y
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1 mg.L™") respectivamente. Las plantas enraizadas fueron exitosamente trasferidas al
campo. Al respecto, Contreras y Almeida (2003) afirman que el manejo ex vitro del tomate
de arbol es de relativa facilidad, por que tanto el periodo de endurecimiento como el

desarrollo de las plantas en condiciones de invernadero ocurre en corto tiempo.

21



CONCLUSIONES

El medio de cultivo mas eficiente para la proliferacion de brotes de tomate de arbol (C.
betacea) a partir de hipocotilos fue el medio basico MS suplementado con BAP (3 mg.L™)
solo o0 con AlA (0,5 mg.L™) y AIA (1,0 mg.L™).

El fitorregulador AIA fue el mas efectivo para la induccion de enraizamiento en explantes
de hipocotilos de tomate de arbol sembrados en MS; por el contrario, la inclusién de BAP

en el medio, inhibi6 el enraizamiento de los explantes.

Los brotes generados in vitro a partir de los tratamientos con BAP y con la combinacion de
BAP + AIA (0,5 mg.L™ y 1,0 mg.L™) mostraron altos porcentajes de enraizamiento en un
medio MS con AGs (0,5 mg.L™).

Las plantas de tomate de arbol regeneradas in vitro obtenidas a partir de hipocotilos,
presentaron altos porcentajes de supervivencia, obteniéndose plantas vigorosas en

invernadero.
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