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Resumen

El cultivo de tomate de arbol tiene gran importancia en Narifio y Colombia y su area sembrada
supera las 9000 has; una de las principales limitantes del cultivo la constituyen los problemas
sanitarios, presentados principalmente por enfermedades sistémicas que pueden ser transmitidas
en el material de propagacion, las cuales son de dificil manejo en el campo. La presente
investigacion se realizé con el objetivo de evaluar alternativas para el manejo de enfermedades
sistémicas en el material de propagacién, valorando la germinacion, supervivencia y regeneracion
de semillas o explantes después de efectuados los tratamientos in vitro. Se utilizaron métodos de
propagacion de meristemos, termoterapia (48°C, 68°C y 88°C) y electroterapia (2 volt, 5 volt, 10
volt y 15 volt) tanto en semillas sexuales como a plantulas y tejidos producidos in vitro; los
tratamientos térmicos y los eléctricos se aplicaron con diferentes periodos de tiempo (12h, 24h,
36h, 48h y 72h). Ademas, los tratamientos térmicos en semillas se aplicaron en condicién
himeda y en seco. El control estuvo conformado por semillas y plantulas sin tratamientos de

calor o de electricidad.

El mejor tratamiento para la produccion de plantulas a partir de meristemos fue el medio MS
suplementado con AIA (0,5 mg. L), BAP (1,5 mg. L) y AG; (1,0 mg. L™). La germinacion de
semillas de tomate no se afect6 con el tratamiento térmico en humedo no mayor a 48°C y 36 h
que presento un porcentaje de germinacién de 89%; cuando el calor se aplicé en seco, las
semillas resistieron hasta los 68°C y 72 h sin reducciones significativas en su germinacion (85%).
De igual manera, las semillas de tomate no se vieron disminuidas en su germinacion cuando se
sometieron a voltajes inferiores a 15 voltios, sin influir el tiempo del tratamiento hasta los 15
minutos evaluados. Cuando se aplicd el tratamiento térmico a plantulas in vitro, éstas
sobrevivieron a un tratamiento de 40°C por 24 h y a la electroterapia hasta 10 voltios y 15
minutos de exposicion; la supervivencia en la fase de aclimatacion de estas plantas fue del 100%,
la biomasa seca al cabo de 28 dias, oscilo entre 0,069 en las plantas de meristemos y 0,23g en
aquellas sometidas a electroterapia.

Palabras claves: Enfermedad, termoterapia, electroterapia, germinacion, supervivencia.
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Abstract

Tree tomato cultivation is very important in Narifio and Colombia, its planted area exceeds
9000 hectares; one of the main limitations of the crop is the health problems presented mainly by
systemic diseases that can be transmitted in the propagation material, which are difficult to
manage in the field. The present investigation was carried out with the objective of evaluating
alternatives for the management of systemic diseases in the propagation material, calculating the
germination, survival and regeneration of seeds or explants after in vitro treatments. Meristem
propagation methods, thermotherapy (48°C, 68°C and 88°C) and electrotherapy (2 volt, 5 volt, 10
volt and 15 volt) were used in both sexual seeds and in seedlings and tissues produced in vitro.
The thermal and electrical treatments were applied with different periods of time (12h, 24h, 36h,
48h and 72h). Furthermore, heat treatments were applied in seeds in a wet condition and dry. The

control consisted of seeds and seedlings without heat or electricity treatments.

The best treatment for the production of seedlings from meristems was the MS medium
supplemented with AIA (0,5 mg. L), BAP (1,5 mg. L) and AG3 (1,0 mg. L'™%). The germination
of tomato seeds was not affected with the thermal treatment in humid no greater than 48°C and
36 h that presented a percentage of germination of 89%; when the heat was applied dry, the seeds
resisted up to 68°C and 72 h without significant reductions in germination (85%). In that some
way, tomato seeds were not diminished in their germination when subjected to voltages below 15
volts, without influencing the time of treatment until the 15 minutes evaluated. When heat
treatment was applied to in vitro plantlets, they survived a treatment of 40°C for 24 h and
electrotherapy up to 10 volts and 15 minutes of exposure; the survival in the acclimatization
phase of these plants was 100%, the biomass dried after 28 days, ranged between 0,069 in the

meristem plants and 0,23g in those subjected to electrotherapy.

Keywords: Disease, thermotherapy, electrotherapy, germination, survival.
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Introduccion

La fruticultura nacional se ha incrementado considerablemente en los ultimos afios, este
comportamiento obedece a una tendencia mundial gracias a la demanda nacional e internacional
de frutas exoticas (Asohofrucol, 2016). Dentro del grupo de frutas exdticas de importancia en

Colombia se encuentran varias de la familia Solanacea, como: uchuva, lulo y tomate de arbol.

El cultivo de tomate de arbol Solanum betaceum, es importante para los agricultores de clima
medio y frio moderado, gracias a la demanda creciente de esta fruta, en especial para consumo en
fresco y para la preparacion de jugos. De acuerdo con el Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural (2018), para el afio 2016 se sembraron en Colombia alrededor de 9.335 hectéreas,
distribuidas en 18 departamentos y se cosecharon alrededor de 186.032 toneladas. El
departamento con mayor aporte en cuanto a la produccién fue Antioquia con méas del 60,28%
seguido de Cundinamarca con un 17,10% y Tolima con un 6,0 %; Narifio tiene una participacion
nacional del 1,6% (Agronet, 2018).

A pesar que en los ultimos afios el area sembrada se ha incrementado paulatinamente, el
rendimiento por unidad de superficie se ha reducido, una de las causas mas comunes que
favorece esta disminucion se debe a la explotacién intensiva de este cultivo, lo que genera que los
problemas fitosanitarios sean una limitante para su produccién. Actualmente, se reportan plagas
como: el pasador del fruto Neoleucinodes elegantalis, el chinche paton Leptoglosus zonatus, el
afido Aphis gossypii y moscas de la fruta como Anastrepha spp. (Diaz et al., 2013), y patdgenos
que causan enfermedades como: antracnosis Colletotrichum acutatum, nematodos Meloydogine
incognita, gota Phytophthora infestans, mildeos oidium sp., muerte descendente Phoma sp.,
Pseudomonas solanacearum, Xanthomonas Starr y complejos virales que involucran a: PLRV,
CMV, TSWW, AMV, PVY, TaLMV, CMV y ToMV (Alvarez et al.; 2011 y Saldarriaga et al.,
2008).

La mayor limitante que enfrentan los productores de Narifio y Putumayo, es la ausencia de
semillas certificadas que garanticen la sanidad de las plantas desde el vivero. Alvarez et al.,

(2011), comprobaron que enfermedades como la virosis del Tomate de arbol se transmiten por
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semilla sexual tomada de plantas aparentemente sanas (asintomaticas), lo cual implica que los
nuevos cultivos estén infectados en un gran porcentaje desde el semillero, propagandose
rapidamente a todo el cultivo por vectores como afidos, nematodos y posiblemente por acaros
(Agrios, 2002).

Para la obtencion de material vegetal sano, Conci (2004) menciona que existen diferentes
métodos como la electroterapia, termoterapia, quimioterapia que solas o en combinacién con
cultivos de meristemos pueden funcionar bien para la erradicacion de algunos patdgenos
sistémicos. De esta manera, el objetivo propuesto en esta investigacion fue evaluar el efecto de
los métodos utilizados en tratamientos de enfermedades sistémicas de tomate de arbol en la

germinacion, supervivencia y regeneracion de plantas in vitro.
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1. Titulo

“EVALUACION DE TRATAMIENTOS DE TERMOTERAPIA, ELECTROTERAPIA Y
PROPAGACION POR MERISTEMOS EN TOMATE DE ARBOL Solanum betaceum Cav”.
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2. Marco Teodrico

2.1 Generalidades del cultivo de Tomate de arbol

El tomate de arbol S. betaceum, es un frutal exotico, que se conoce con diferentes nombres:

tomate de arbol, tamarillo, tomate de agua, tomate cimarrén (Boyes y Striibi, 2010).

2.1.1 Clasificacion y origen.

El tomate de arbol S. betaceum Cav., pertenece a la familia de las solanaceas, es una planta
originaria de América del sur. Su centro de origen ubica en los bosques de la reserva de
Tucumano entre Bolivia y el norte de Argentina, debido a la alta diversidad genética encontrada
en esta region. Actualmente se cultiva en Chile, norte de Argentina, Ecuador, Brasil y Colombia,
con la finalidad de exportar y aprovechar sus frutos comestibles (Lester y Hawkes, 2001; Bohs y
Nelson, 1997).

2.1.2 Descripcion Boténica.

Es un &rbol pequefio de 2 a 3 metros de altura, con un tallo semilefioso ramificado a diferentes
alturas (Figura 1A). Hojas simples, sin estipulas y alternas de 17 a 30 cm de longitud (Figura
1A)., flores hermafroditas, lo que le permite un alto porcentaje de auto polinizacion, el céliz
persistente en el fruto, corola blanco-rosada, con los apices reflexos, estambres conniventes, mas
cortos que la corola, anteras amarillas, dehiscentes por dos poros apicales, estilo emergente entre
las anteras (Figura 1B). Fruto de 5 a 7 cm de largo, ovoide, glabro, de color amarillo verdoso a
anaranjado con jaspes longitudinales; mesocarpo anaranjado, el peso de los frutos varia entre 70 a
100 gramos y cada fruto posee alrededor de 240 semillas (Figura 1C). La planta es perennifolia y
la emision de hojas es continua. Sin embargo, las hojas inferiores caen sucesivamente, quedando
el tallo principal y la parte inferior de las ramas desprovistas de hojas (Santillan, 2001; Feican et
al., 1999; Bohs, 1994 y 1991).
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Figura 1.Planta de tomate de arbol S. betaceum. A. Hojas y tallo, B. Flores, C. Frutos. Fotografias: Melo,
E. (2018).

2.1.3 Condiciones agro climatolégicas

El cultivo de tomate de arbol, en la regién andina de Colombia se desarrolla mas efi-
cientemente en clima frio moderado, con temperaturas que oscilan entre los 13°C a 20 °C;
temperaturas superiores a los 25° C, e inferiores a los 10° C durante el periodo de floracién
generan caida de la flor y afectan el cuajado del fruto. De forma silvestre, crece entre los 1.200 a
3.000 msnm; sin embargo, entre los 1.800 a 2.600 msnm se desarrolla de forma Optima. La
humedad relativa para el cultivo ha de oscilar entre 70% al 80%, para favorecer la polinizacion
(Morton, 1982; Feican et al., 1999 y Santillan 2001). La precipitacion promedio anual debe ser
entre 1.500 a 2.000 mm distribuidos uniformemente a lo largo del afio, teniendo en cuenta que la
planta no es tolerante al déficit del agua que pueden generar bajos rendimientos y perjudicar la

calidad del fruto (Bonnet y Céardenas, 2012). El cultivo de tomate de arbol es sensible a
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radiaciones solares intensas, por lo que se desarrolla mejor en condiciones de nubosidad,
caracteristica de las zonas de la region andina de donde proviene (Acosta-Quezada et al., 2011).

El desarrollo éptimo de este cultivo se da en suelos con textura media franca a franco arenosa,
permeables, profundos y con buen contenido de materia orgénica y que no presenten altos
contenidos de arcilla o arena. Se adapta bien a suelos ligeramente &cidos, con un pH entre 5.5 y
6.5. El cultivo no tolera suelos compactados y sin oxigenacion (Bonnet y Cardenas, 2012). El
drenaje debe ser adecuado ya que el exceso de humedad en el suelo, puede causar
“amarillamiento” general de la planta y causar la muerte del sistema radical por anaerobiosis

(Feicén et al., 2016).

2.2. Principales plagas del Tomate de &rbol S. betaceum Cav.

Segun Arévalo et al., (2011) y Diaz et al., (2013) las principales plagas que mas afectan a este
cultivo son: pasador del fruto Neoleucinodes elegantalis, el chinche paton Leptoglossus zonatus,
moscas de la fruta del género Anastrepha spp. y Ceratitis sp., e insectos chupadores como mosca

blanca y &fidos los cuales pueden ser vectores de virus.

2.3. Principales patdgenos del tomate de arbol S. betaceum Cav.

2.3.1. Nematodos

Uno de los agentes causales de enfermedades radiculares son los nematodos, los cuales
constituyen problemas limitantes a nivel radicular, se han identificado diferentes géneros de
nematodos asociados al sistema radicular, en el cual las raices del cultivo presentan diferentes
grados de incidencia y severidad de nudosidades, que disminuyen el rendimiento y generan gran
impacto economico en el cultivo (Angulo, 2008). En Narifio Garcia et al., (2004) reportan cuatro
especies del género Meloidogyne: M. incognita, M. hapla, M. exigua y M. arenaria, formadores
de nudos en cultivos de tomate y lulo. La presencia de nematodos en las raices reduce la
durabilidad de los arboles en el campo y la eficiencia de fertilizantes; cuando esté asociado con la

bacteria Ralstonia solanacearum, puede ocasionar la muerte de la planta. Los nematodos de los
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géneros: Xyphinema sp, Trichodorus sp y Longydorus sp., pueden ser transmisores de virus
(Agrios, 2002).

2.3.2. Hongos

Damm et al., (2012) menciona que la antracnosis ocasionada por Colletotrichum acatatum, es
una enfermedad que segun Saldarriaga et al., (2008) tiene una amplia distribucion y todas las
variedades cultivadas son susceptibles a ella. La antracnosis incrementa su incidencia y severidad
cuando las lluvias son frecuentes y la humedad relativa es elevada (Gafién et al., 2015; Korsten y
Jeffries, 2000). Ataca a los frutos en cualquier estado de desarrollo y también a ramas y hojas.
Los frutos afectados presentan lesiones iniciales negras que pueden llegar a cubrir todo el fruto,
poseen bordes definidos y el centro hundido. Los frutos se secan o momifican y pueden caer al
suelo o permanecer adheridos al &rbol. La enfermedad se disemina por el viento e insectos como

el chinche paton Leptoglossus zonatus (Arevalo et al., 2011; Maita, 2011 y Bernal, 1994).

2.3.3. Oomycetes

Otra de las enfermedades mas comunes es la gota causada por Phytophthora infestans, esta
enfermedad se desarrolla rapidamente bajo condiciones de lluvias frecuentes y humedad relativa
alta. Se disemina por el viento. Si no hay un control adecuado puede ser devastadora en cultivos
comerciales. Ataca al follaje y ramillas de plantas adultas y al apice, follaje y tallos de plantas
jévenes, ocasionando defoliacion intensa. Produce lesiones de color negro brillante, de
consistencia ligeramente acuosa en los tallos y manchas redondeadas de color café — negruzcas
en el haz y en el envés de las hojas, desde los bordes hacia adentro, con ondulaciones

conceéntricas a manera de oleaje formadas por un polvillo blanquecino (Feican et al., 2016).

Revelo et al., (2008) mencionan que otras enfermedades fungosas que se presentan en este
cultivo son: mildeos Oidium sp, mancha anillada Phoma sp, tizon temprano Alternaria sp, moho

blanco Sclerotinia sclerotiorum, entre otras.
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2.3.4. Bacterias

La dormidera o marchitez del tomate de arbol, causada por la bacteria Ralstonia solanacearum
Smith, origina marchitez, clorosis, pérdida del vigor y anclaje de las plantas; cuando la
enfermedad ha avanzado, ocasiona defoliacién y muerte de las plantas. La agalla de la corona y
tallo, causada por Agrobacterium Conn, y la mancha plateada asociada a Xanthomonas Starr son
consideradas enfermedades de menor importancia observandose periddicamente en los cultivos
(Lépez y Castario, 2013 y Angulo, 2008).

2.3.5. Virus

Los virus son paréasitos obligados, incapaces de crecer o dividirse por si mismos, debido a que
carecen de la informacion genética que codifica la maquinaria para generar energia metabdlica y
la sintesis de proteina (Carrington y Dougherty, 1987). La estructura de un virus esta compuesta
de una cubierta proteica o capside y un acido nucleico que conforma su genoma; algunos virus de
plantas pueden tener una cubierta externa formada a partir de bicapas lipidicas procedentes de las
células que infectan. Segun Arhana et al., (2010) y Agrios (2005) y existen virus con DNA y
RNA, los cuales pueden ser transmitidos de planta a planta mediante diversas formas como la
propagacion vegetativa e injertos, mecanicamente a través de la savia y por medio de semillas,

polen, insectos, acaros, nematodos, la cuscuta y los hongos.

En la actualidad, Narifio y todos los departamentos productores de esta fruta reportan la
presencia de la virosis del tomate en mayor o menor grado, causando pérdidas en los cultivos
hasta en un 100% de las cosechas (Alvarez et al., 2011; Ayala et al., 2010). Los principales
sintomas asociados a la virosis del tomate de arbol corresponden a mosaicos foliares
acompariados de ampollamiento, engrosamiento y amarillamiento de venas, cambios en la
coloracion y textura de los frutos, reduccion en la produccion y disminucién de la longevidad de

las plantas afectadas (Ayala et al., 2010; Revelo et al., 2008 y Betancourth et al., 2003).

La presencia de mezclas de virus que afectan el Tomate de arbol se ha reportado en paises

como Nueva Zelanda y Ecuador, donde se han detectado miembros de las familias Potyviridae,
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Flexiviridae, Bromoviridae, Bunyaviridae, Luteoviridae y Comoviridae como agentes causales de
las enfermedades virales de este cultivo (Eagles et al., 1994 y Vizuete, 1991).

Dentro de los virus que se han reportado afectando cultivos de Tomate de arbol en Colombia
se encuentran los géneros: Potyvirus Potato virus Y (PVY), Cucumovirus Cucumber mosaic virus
(CMV), Alfamovirus Alfalfa mosaic virus (AMV), Polerovirus Potato leafroll virus (PLRV),
Nepovirus Tomato ringspot virus (TORSV), Tospovirus Tomato spotted wilt virus (TSWV),
Tobamovirus Tomato mosaic virus (ToMV) (Agrios, 2005; Astier et al., 2007; Betancourth et al.,
2003; Hull, 2004; ICTV, 2006a; ICTV, 2006b; Khan y Dijkstra, 2006 y Mumford et al., 1996).

2.4. Propagacion in vitro

Sharry et al., (2015) definen el cultivo de tejidos vegetales como un conjunto de herramientas
biotecnoldgicas con muchas ventajas y aplicaciones, que se basa en la totipotencialidad de las
células vegetales, es decir, que a partir de una célula en medio de cultivo nutritivo se puede crear
una nueva planta completa. Involucra diferentes técnicas de cultivo de tejidos, 6rganos o células
vegetales; consiste en regenerar plantas a partir de explantes (apices de raices o de tallos,
primordios de hojas, primordios o partes inmaduras de flores, frutos inmaduros, érganos aislados,
embriones maduros o inmaduros, segmentos de 6rganos de tallo o de hojas, ovarios, Gvulos,
anteras y polen) cultivados en medios nutritivos adecuados y en forma aséptica (Mroginski et al.,
2010 y Hartung, et al., 2002).

Las ventajas del cultivo in vitro segin Mejia y Vitorelli (1988) y Roca y Mroginski, (1991)

son:

a). Obtencion de plantas libres de enfermedades.

b). Facilitar la realizacion de una propagacion clonal masiva de plantas idénticas en un corto
tiempo.

c). Permitir la ampliacién de la base genética de una especie, para establecer programas de

mejoramiento genético.
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d). Propagacion de clones en cualquier época del afio.

e). El costo de mantenimiento de un banco de germoplasma, en condiciones de laboratorio, es
menor en comparacion al mantenimiento en condiciones de campo, evitando el riesgo de pérdidas
por factores climaticos (presencia de heladas, sequias prolongadas, granizadas o temperaturas
elevadas) o sanitarios.

f). Las plantulas se mantienen libres de plagas y enfermedades, por ser una técnica que
requiere de mucha asepsia.

g). Permitir someter a una poblacion de plantulas a pruebas de resistencia a factores de

salinidad, temperaturas bajas (heladas) o altas (en condiciones tropicales).

Segun Sharry et al., (2015), a través del cultivo in vitro, se obtiene una descendencia
genéticamente uniforme. Entre los explantes mas utilizados se encuentran las yemas vegetativas,
las cuales se siembran en recipientes de vidrio que contienen un medio de cultivo semi solido con
los nutrientes necesarios para su desarrollo, los cuales dependen de la especie que se vaya a

propagar.

Una de las aplicaciones mas importantes de la propagacion in vitro es el cultivo de callos, el
cual puede ser utilizado para diferentes propoésitos, tales como la micropropagacion y el
mejoramiento vegetal. La produccién de callo requiere de un explante inicial, el que puede tener
una alta diferenciacion de sus tejidos, principalmente de trozos de raiz, tallo u hoja, o bien la
utilizacion de tejidos menos diferenciados como hipocétilos y cotiledones de plantulas recién
germinadas e incluso embriones zigdticos maduros e inmaduros, y en otros casos estambres,

pétalos y ovarios (Correia y Canhoto 2010; Stefanello et al., 2005).

En cualquier caso, la induccion de callo representa un proceso de division celular intensiva, el
cual depende principalmente del explante, genotipo, medio de cultivo, tipo de regulador de
crecimiento (Fitohormonas) como también su concentracion y combinacion (Larson et al., 2006,
Feeney et al., 2007, Rashmi y Trivedi, 2014), por ejemplo, para la induccién del crecimiento del

callo se requiere inicialmente una cantidad elevada de auxinas (Trabelsi et al., 2010).
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2.4.1. Medios de Cultivo para propagacion In vitro

Para el desarrollo y crecimiento de los tejidos vegetales in vitro, un recurso de vital
importancia es contar con el medio de cultivo adecuado que proporcione todos los nutrientes que
requiera el explante para su desarrollo. Los primeros intentos de disefio de un medio de cultivo
fueron realizados por Sacks y Knops, quienes observaron que los principales nutrientes de las
plantas superiores eran sustancias inorganicas, que pueden contener cerca de 40 compuestos,
entre los cuales se encuentran sales, minerales, vitaminas, aminoacidos, azUcares y reguladores
de crecimiento (Roca y Mroginski, 1991; Doods y Robert, 1988). George y Sherrington (1984)
reportan que hacia el afio 1934, White logra obtener raices de tomateen un medio de cultivo

compuesto a base de extracto de levadura.

Huang y Murashige (1977) y Dixon (1985) realizaron estudios comparativos de la
composicion salina de varios medios comerciales de cultivo de tejidos vegetales, estos autores
destacaron que:

1. El medio MS (Murashige y Skoog, 1962) presenta altas concentraciones de nitrato,

potasio y amonio.

2. El medio B5 (Gamborg et al., 1976) se caracteriza por una alta concentracion de nitrato

de potasio.

3. Los medios MS y SH (Schenk y Hildebrandt, 1972) presentan altas concentraciones de

sales comparados con el medio de White del afio 1963.
4. Los medios MS y SH contienen hierro formando un quelato con EDTA.
5. Los medios de White (1963) y de Heller (1953) contienen sulfato y cloruro férrico,

respectivamente.

2.4.2. Fitohormonas

Una hormona vegetal es un compuesto producido internamente por una planta, que trabaja en
muy bajas concentraciones y cuyo principal efecto se produce a nivel celular, cambiando los
patrones de crecimiento de los vegetales. Se reconocen cinco grupos de fitohormonas principales:

las estimuladoras de crecimiento (auxinas, giberelinas (GA) y citoquininas (CK)) y las

inhibidoras de crecimiento (etileno y acido abcisico (ABA)) (Kamiya, 2010).
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2.4.1.1. Auxinas

Fueron las primeras fitohormonas en ser descubiertas, quimicamente es el acido indolacético
(AlA). Las auxinas se encuentran en toda la planta, pero se producen principalmente en las
regiones meristematicas de crecimiento activo de division celular (ejemplo: &pices), lo cual esta
relacionado con sus funciones fisiologicas asociadas con la elongacion de tallos y coleoptilos,
formacion de raices adventicias, induccion de floracion, diferenciacion vascular, algunos

tropismos y promocion de la dominancia apical (Srivastava, 2002).

En cuanto a los mecanismos de transporte, se conoce un mecanismo polar (més lento) en tallos
y raices, exclusivo de auxinas, que depende de proteinas transportadoras especificas para esta
hormona (la familia de transportadores PIN-FORMED), y no polar en el floema (més rapido)
donde se encontraria asociado con procesos de division del cambium y ramificacion de raices.
Las auxinas generalmente son transportadas en el sentido del eje longitudinal de la planta,
alejandose del punto apical hacia la base (basipeto) en el tallo y en el sentido contrario (acrépeto)
desde la raiz (Lira, 2013 y Zhao, 2010).

A nivel comercial, se utilizan para el enraizamiento de estacas y son muy usadas en el &mbito
de los injertos y para la generacion de callos, dado su efecto cicatrizante. Por ejemplo, los
esquejes de vid se propagan usando sustancias auxinicas puras (Indolbutilico, indolacético,
naftalenacético) en concentraciones muy bajas. El uso de auxinas persistié en actividades de
propagacién de plantas, los mas utilizados son derivados del naftaleno como el &cido
naftalenacético (NAA) utilizado para promover la formacion de raices laterales en cultivo de
tejidos (Jordan, y Casaretto, 2006).

2.5.1.2. Giberelinas

Las giberelinas son un grupo de diterpenoides que se definen mas por su estructura que por su
actividad biologica. Se conocen alrededor de 130, todas presentes en plantas superiores e
inferiores, y existe un gran numero de compuestos de uso comerciales. Son tantas que se las
sefiala con nimeros, pero s6lo cuatro son fisiologicamente activas: las giberelinas 1, 3, 4y 7
(‘Yamaguchi, 2000).
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En general, se encuentran mayores niveles de giberelinas en las partes reproductivas en
comparacion con las vegetativas, y en partes jovenes en comparacion con las maduras. Se
encuentra con facilidad en apices de tallos y raices, en hojas jovenes, partes florales, semillas
inmaduras y embriones en germinacion. Posteriormente, son translocadas via floema al resto de
la planta. Las raices también las producen, exportandolas al tallo via xilema (Ueguchi-Tanaka,
2007). Entre las principales funciones de las giberelinas se destacan: interrumpir el periodo de
latencia de las semillas, haciéndolas germinar, inducir la brotacion de yemas, estimulan la

germinacion del polen y pueden producir frutos partenocarpicos (Marin, 2017).

Actualmente, el compuesto de mayor uso comercial es el &cido giberélico (C19H2206) o
giberelina 3 (AG3), pero también se usan combinaciones y las giberelinas pueden transformarse
unas en otras. En gran parte de los vegetales la aplicacion de AGg, en cultivos in vitro se utiliza
para estimular el crecimiento vegetativo ya que provoca elongacién celular y desarrollo de brotes,
aunque ademas induce diferenciacion celular (Taiz y Zeiger, 2007). ElI mayor efecto de la
aplicacion de giberelina sobre los tejidos se manifiesta en la elongacién por lo que los internudos

siempre se alargan con la aplicacion de esta hormona (YYamaguchi, 2000).
2.5.1.3. Citoquininas

Las citoquininas son hormonas vegetales naturales que estimulan la division celular en tejidos
no meristematicos. Son producidas en las zonas de crecimiento, como los meristemas en la punta
de las raices. Los diferentes tipos de Citoquininas son Zeatina, Kinetina y Bencil aminopurina
(BAP). Entre sus principales efectos fisioldgicos se encuentran los procesos de division celular
(formacion y crecimiento de brotes axilares), inducen la formacion de 6rganos en cultivo de
tejidos (morfogénesis), activan el crecimiento de yemas laterales, retardan la senescencia en las
hojas, estimulan la movilizacién de nutrientes y la pérdida de agua por transpiracion y el
rompimiento de la dormancia (Klee y Estelle, 1991) y también el control de varios procesos
vegetales como el retardo de la senescencia y en la transduccion de sefiales (Sakakibara, 2006).
Se cree que las citoquininas son sintetizadas en tejidos jovenes o meristematicos como apices
radiculares, yemas del tallo, nodulos de raices de leguminosas, semillas en germinacion,

especialmente en endospermas liquidos y frutos jévenes; desde donde se transportan via xilema
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hacia la hoja donde se acumula, para luego ser exportada via floema hacia otros 6rganos como los
frutos (Srivastava, 2002).

Actualmente se han reconocido sus mecanismos de biosintesis y de sefializacion, debido al uso
de técnicas moleculares modernas que han permitido la identificacion de los genes que codifican
para las enzimas y proteinas que controlan los puntos clave de estos procesos (Taiz y Zeiger,
2007). La biosintesis y homeostasis de citoquininas, estan finamente controladas por factores
internos y externos como el nivel de otras fitohormonas y las fuentes de nitrégeno inorganico;
ademas, su mecanismo de translocacion esta relacionado con el mismo sistema de transporte de

purinas y nucleésidos tanto a nivel de toda la planta, como a nivel celular (Sakakibara 2006).

2.5. Métodos para la eliminacién de enfermedades

Una de las alternativas mas utilizadas para el control y eliminacion de enfermedades es el uso
de métodos fisicos los cuales contribuyen a erradicar el patdgeno o a reducir su cantidad; estos
métodos comprenden el uso de temperaturas altas o bajas, el uso de las radiaciones, uso de

electricidad y propagacién por meristemos (Achicanoy, 2001).

2.5.1 Tratamiento con calor

El tratamiento con calor es eficiente y ampliamente utilizado para el control de fitopatégenos
del suelo y de material de propagacion (semilla sexual y asexual). Los tratamientos del suelo con
calor, por lo general se realizan en pequefias areas como invernaderos y semilleros debido
principalmente al costo invertido. Se puede hacer mediante esterilizacién, pausterizacion,

alcolchado y solarizacion (Achicanoy, 2001).

2.5.1.2. Termoterapia.

Achicanoy (2001), menciona que la sanidad del material de propagacion como las semillas,

tubérculos, bulbos, plantulas, cormos, rizomas, esquejes, yemas, injertos, portainjertos, es de gran
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importancia en el control de las enfermedades por lo que se debe hacer todo esfuerzo por obtener
y utilizar material propagativo libre de patdgenos.

Existen varios sistemas para sanear integralmente una planta eliminando los microorganismos
que las infestan; solo uno de ellos, la termoterapia no necesita condiciones in vitro para aplicarse.
Consiste en la incubacion del espécimen a sanear en un ambiente con alta temperatura (35 a
40°C) y alta humedad, durante periodos de 20 dias a varios meses, este método se aplica con

éxito en frutales (Van Loenen et al., 2003).

La Termoterapia esta dirigida fundamentalmente a enfermedades virales y bacteriales
(Achicanoy, 2001). Quak (1977) reporta que el tratamiento de plantas con temperaturas elevadas

(termoterapia) lleva a una reduccidn en la concentracion del virus en la planta.

El tratamiento con calor a vegetales para liberarlos de patégenos ha sido aplicado como tal
antes del uso del cultivo de meristemos. Muchos virus han sido eliminados por medio de esta
técnica. Los materiales usados para los tratamientos pueden ser partes vegetales en dormancia, o
bien en crecimiento vegetativo. En el primer caso se suele utilizar agua caliente (35 a 54 °C)
durante minutos u horas, segun los casos; para los restantes el calor se aplica mediante aire (35 a
42 °C). La termoterapia puede utilizarse combinada con el cultivo de meristemos, siendo a veces
la Gnica posibilidad de regenerar plantas libres de virus. En los casos en que no es imprescindible,
permite aumentar el tamafio de los explantes mejorando la tasa de regeneracion de plantas (Panta
y Golmirzaie, 1997).

2.5.2 Electroterapia

Wagele (1978), patento las primeras experiencias sobre el uso de corriente eléctrica para
influir en el crecimiento de células, tejidos, bacterias, animales, asi como en sustancias nutritivas.
Posteriormente, (Galliteli et al., 1980), al aplicar corrientes eléctricas a estacas de almendros que
mostraban sintomas de mosaicos producidos por virus, obtuvieron hasta un 90% de plantas sanas,
por lo cual recomendaron estos tratamientos para el control de virus como: Virus del mosaico del

pepino, Arabia Mosaic Virus, Gravepine Franleaf Virus, Chicory Yellow Mottle y Virus del



EVALUACION DE TRATAMIENTOS DE TERMOTERAPIA 29

mosaico del tabaco. El Instituto de Investigaciones en Viandas Tropicales (INVIT) de Cuba, ha
establecido que la aplicacion con 15 volts durante cinco minutos se eliminan enfermedades
virales del grupo de los Potivirus en fiame Dioscorea spp (Pérez et al., 2005). Igarza et al.,
(2001), evaluaron la electroterapia como una alternativa para saneamiento del virus en plantas de
malanga Colocasia esculenta L. del clon México 8. Los tratamientos fueron 5, 10 y 20 Volts
durante 5 minutos. EI mejor tratamiento fue el de 5 V durante 5 min, logrando una desinfeccion
del 100% de las plantas, siendo diferente significativamente a los demaés tratamientos: ademas,

este tratamiento acelero el crecimiento del material vegetativo.

2.5.3 Cultivo de meristemos

En el afio 1934 White observd que un virus del tabaco se distribuia desigualmente a lo largo
de la planta, Limasset y Cornuet (1949), propusieron gque el meristemo podria estar libre del
virus, ya que los meristemos no poseen tejido vascular lo que los mantiene parcialmente aislados
del resto de la planta. Teniendo en cuenta que los virus y bacterias que son endopatdgenos de las
plantas se movilizan por los haces vasculares. Por esta razon se usa el cultivo in vitro de
meristemos en la propagacion de plantas, para que tengan mayor oportunidad de estar libres de
patdgenos (Sharry et al., 2015). Morel y Martin (1952) cultivaron meristemos de dalias infestadas
por virus y obtuvieron plantas libres de dichos virus. Cote et al., (1999) mencionan que a través
de esta técnica se producen plantulas asépticas, las cuales se originan de brotes axilares aislados
del apice vegetativo. El apice se cultiva en un recipiente que contiene un medio nutritivo
artificial, se mantiene bajo condiciones controladas y es inducido a producir brotes adventicios
por eliminacion de la dominancia apical y el uso adecuado de reguladores de crecimiento (Thorpe
y Harry, 1997); en horticultura y fruticultura, se han dedicado muchos esfuerzos en este campo y

hoy dia es una técnica de aplicacion rutinaria en varias especies de plantas cultivadas.

2.6. Determinacion de biomasa

La asimilacion de materia seca y su distribucidn dentro de la planta, son procesos importantes
que determinan la productividad de un cultivo. El estudio de los patrones de asignacion de
materia seca hacia las diferentes partes de la planta, la variabilidad de estos patrones entre
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cultivares y el efecto de las condiciones ambientales en el proceso, pueden ayudar a maximizar la
productividad y a seleccionar cultivares para un propoésito particular (Tekalign y Hammes,
2005a).

El crecimiento se puede referir a un incremento irreversible de materia seca o volumen,
cambios en tamafio, masa, forma o numero, como una funcion del genotipo y el complejo
ambiental, dando como resultado un aumento cuantitativo del tamafio y peso de la planta. El
desarrollo es la composicion de eventos que causan cambios cualitativos en forma y funcion de la
planta y, por ende, en la formacion del producto (Krug, 1997). Dada la intima relacion
crecimiento-diferenciacién que se pone de manifiesto en el proceso de desarrollo en las plantas,
ambos no pueden separarse bajo ninguna circunstancia, ya que su interaccion unido a factores

externos e internos son los que propician (Nustez et al., 2009).

La acumulacion de materia seca es comunmente usada como pardmetro para caracterizar el
crecimiento, porque usualmente tiene un gran significado econdémico. La produccion de
asimilados por las hojas (fuente) y el punto hasta el cual pueden ser acumulados por el vertedero
que representan los dérganos que son cosechados, influencia significativamente el rendimiento de
un cultivo (Tekalign y Hammes, 2005b). Un estudio del patron de distribucion de materia seca
entre los érganos de la planta, es importante para la evaluacion de la tasa de crecimiento, la

productividad y el nivel de rendimiento de diferentes solanaceas (Nganga, 1982).

2.7. Estudios relacionados a la eliminacién de enfermedades en tomate de arbol

Existen diferentes estudios relacionados con la eliminacion de enfermedades en tomate de
arbol por métodos de propagacion in vitro como el cultivo de meristemos, entre las

investigaciones mas destacadas se encuentran:

Guimaraes et al., (1988) reportaron por primera vez éxito en la induccion de embriogénesis
somatica en el tomate de arbol, mediante el cultivo de embriones zig6ticos maduros e hipocotilos

de plantulas. En un posterior estudio, los mismos investigadores describieron la regeneracion de
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plantas de tomate de arbol mediante organogénesis y embriogénesis somatica empleando

diferentes clases de explantes.

En el afio de 1993, Atkinson y Gardner obtuvieron plantas de tomate de arbol que fueron
cultivadas a partir de semillas sexuales, desinfectando las semillas en hipoclorito de sodio al 1,5
% por 10 minutos y utilizando un medio basal que contenia: sales, MS (Murashige y Skoog,
1962), vitaminas B5 (Gamborg et al., 1968), 30 gl/l de sacarosa y 0,8% de agar (gelatina N
Davis, Z.). Todos los medios se ajustaron a pH 6,2 con KOH (pH después de la esterilizacion en
autoclave fue medido a 5,8) y en autoclave a 103 kPa durante 20 min. Las hormonas utilizadas en
este estudio fueron BA (6-bencilaminopurina), IAA (indol-3-4cido acético), IBA (-3-indol
butirico acido), NAA (naftalenoacético acido) y zeatina, las hormonas se afiadieron en su caso a
los medios antes de la esterilizacion en autoclave. La cefotaxima (Roussel), kanamicina
monosulfato (Sigma) y acetosiringona (3 ', 5' dimetoxi-4'-hidroxiacetofenona; Aldrich) se
esterilizaron con filtro y se afiadi6 a los medios de cultivo después de la esterilizaciéon en

autoclave.

Los mismos autores propagaron tomate de arbol por cultivo de tejidos vegetales en camara de
crecimiento a 24 °C bajo un fotoperiodo de 16 h (47 panolm-2s-1). Las plantas obtenidas fueron
micropropagadas, colocando de los brotes (2-3 cm de longitud) en TR-1 medio (bm + IBA 1 mg
L-1). El enraizamiento fue mayor al 80% después de 4-6 semanas. Las plantas fueron
trasplantadas a mezcla de tierra comercial (una mezcla 1:1 de turba: piedra pomez, Western
Viveros, Auckland) y colocadas en camaras de crecimiento. Las plantas se aclimataron bajo
cubiertas de plastico individuales durante al menos 10 dias antes de la exposicion gradual a

condiciones de camara de crecimiento (Atkinson y Gardner, 1993).

Cruz et al., (1988),extrajeron embriones cigaticos, los cuales fueron se diseccionados a partir
de semillas previamente remojadas durante 48 horas en agua estéril; se tomaron segmentos de
hipocétilo (0,5 cm de largo) de 20 dias de edad, una vez las plantulas germinaron fueron
cultivadas asépticamente en la oscuridad, a 25 °C, en un medio basal MS. Callos embriogénicos

fueron inducidos a partir de ambos tipos de explantes en MS basal, el medio suplementado con
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2,4 - D (acido 2,4 diclorofenoxiacético ) . El pH de todos los medios se ajusté a 5,6 y agar Difco
Bacto (0,8 % w / v) afiadido antes de la esterilizacién en autoclave.

En estudios mas recientes Almeida y Contreras (2003), cultivaron cotiledones e hipocotilos de
plantulas germinadas in vitro en medio nutritivo basico de MS, afiadiéndole (mg*I-1): inositol
100, &cido nicotinico 0,5, glicina 2,0; tiamina 1,0, piridoxina 0,5; sacarosa 30000. Los inductores
de la morfogénesis fueron: Bencil Adenina (BA) (2,0- 3,5 -5,0) + Acido Indol Acético (AIA)
(0,5-0,75-1,0) y Zeatina (Z) sola (1,0-2,0). Los cultivos fueron incubados a 27 £ 2 ° C y luz
continua (750 - 2.000 lux). Después de tres semanas, tanto los cotiledones como los hipocotilos
mostraron pequefias protuberancias las cuales se diferenciaron directamente como yemas en los

medios que contenian BA 2,0 + AIA 0,5y Z sola 2,0, de ambos tipos de explantes.

Espinosa et al., (2005) evaluaron 10 medios de cultivo para el establecimiento y la
multiplicacién in vitro de Tomate de arbol partenocarpico, los cuales contenian sales de MS,
BAP de 0,17 a 5,82 mg/l, y AIA de 0,19 a 2,31 mg/l y una mezcla de tres sustancias
antioxidantes: cisteina, acido ascorbico y caseina hidrolizada (100 mg/l de cada una). Los
explantes utilizados fueron esquejes de nudo de 1,5 a 2,0 cm de longitud. En este estudio se
determiné el punto 6ptimo para la variable longitud de brotes con reguladores de crecimiento
(0,17 mg/l de BAP y 0,19 mg/l de AIA), en el material proveniente del altiplano Norte de
Antioquia, Colombia y en el material procedente del Oriente de Antioguia-Colombia, no se pudo

determinar el punto 6ptimo.

Borrero, en el afio 2007, menciona que la regeneracioén de retofios a partir de explantes
provenientes de hojas es posible utilizando una combinacion hormonal de la auxina ANA y la
citoquinina BAP, establecié una concentracion especifica de la auxina ANA (0,07 pmm), sin
embargo, no encontré una concentracion especifica para la hormona BAP; en el estudio las
variedades utilizadas no respondieron de la misma manera, encontrandose mejor respuesta con

los genotipos amarillo y negro.

Arhana et al., (2010), estandarizaron un protocolo para el aislamiento de protoplastos a partir
de hojas, y la obtencién de plantas viables de Tomate de arbol. La eficiencia de formacion de
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callos a partir de los protoplastos aislados fue baja con valores en promedio de 0,11%. Sin
embargo, la regeneracion de retofios a partir de los callos obtenida fue exitosa y se lograron
valores de hasta el 68%. Los resultados de esta investigacion demuestran que la regeneracion de

retofios a partir protoplastos en Tomate de arbol es eficaz.

El estudio realizado por Criollo et al., (2016), evaluaron diferentes alternativas de
micropropagacion para determinar la opcion mas eficiente de multiplicacién masiva de plantulas
de tomate de arbol (Solanum betaceum) libres de enfermedades. Se evaluaron tres auxinas:
acido indolacético (AlA), acido naftalenacético (ANA) y éacido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
en diferentes dosis, concluyendo que el mejor medio de cultivo para la proliferacion de brotes de
tomate de arbol a partir de hipocotilos estuvo constituido por el medio basico MS suplementado
con BAP (3 mg L-1) solo o con AIA (0,5 mg L-1) y AIA (1,0 mg L-1), el fitorregulador AlA se
comport6 como el més 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, inhibid 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-1y 1,0 mg L-1) mostraron altos porcentajes
de enraizamiento en un medio MS con AG; (0,5 mg L-1) Finalmente. Las plantas de tomate de
arbol regeneradas in vitro obtenidas a partir de hipocotilos, tuvieron altos porcentajes de

supervivencia, obteniéndose plantas vigorosas bajo invernadero.
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3. Materiales y métodos

3.1. Localizacién

La presente investigacion se realizo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales e
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 y 24 ° C,

respectivamente.

3.2 Seleccioén de frutos

Los frutos fueron colectados en una finca productora de tomate de arbol ubicada en el
municipio de Samaniego (Narifio) a una altitud de 2350 msnm y una temperatura entre 18°C y

21°C; se seleccionaron frutos fisiolégicamente maduros del genotipo conocido como “manzano”.

3.2.1 Obtencion, desinfeccién y siembra de la semilla

La semilla de tomate de arbol, S. betaceum Cav., se obtuvo a partir de frutos en estado de
madurez, completamente rojos, seleccionados de un mismo arbol, los cuales se dejaron en reposo
por dos dias. Posteriormente, se realiz6 la extraccion de las semillas de forma manual, se dejaron
fermentar por dos dias y se lavaron con abundante agua, se secaron a la sombra por tres dias y
finalmente se almacenaron en un ambiente controlado (2-4 °C) en recipientes herméticos hasta el

inicio de los ensayos.

La desinfeccion de las semillas para la siembra in vitro se realizé segin la metodologia
utilizada por Criollo et al.; (2016), mediante la inmersion en yodo al 5% durante 10 minutos
seguido de tres lavados con agua estéril, inmersion en hipoclorito de sodio al 1,5% durante 15
minutos y lavado por cinco veces con agua estéril. La siembra se realiz6 en frascos de vidrio con
capacidad de 125ml, bajo condiciones de cadmara de flujo laminar colocando veinticinco semillas
por frasco, conteniendo 20 ml de medio de cultivo 1/2 MS.
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3.3. Evaluacion de terapias utilizadas en semillas de tomate de arbol

Para cada tratamiento evaluado se utilizaron 100 semillas distribuidas en cuatro repeticiones
de 25 semillas cada una, colocadas en frascos de vidrio. Las semillas una vez fueron sometidas a
termoterapia, electroterapia y el testigo se colocaron a germinar en medio de cultivo 1/2 MS (20
ml por frasco) en la zona de incubacién del laboratorio de tejidos; una vez las semillas emitieron

radicula se estimo su porcentaje de germinacion.

La unidad experimental en todos los tratamientos evaluados consistio en un frasco con 25

semillas con cuatro repeticiones.

3.3.1 Termoterapia en semillas

La evaluacion de termoterapia se adapté de acuerdo al protocolo de Herndndez y Mancipe
(1995) vy los rangos de temperatura evaluados se adaptaron teniendo en cuenta el estudio de Auld
y Ooi, (2009).

Se trabajé con base en un disefio trifactorial (3 x 5 x 2) + 1 conformado por los siguientes
factores y niveles:

Temperatura del ensayo: 48, 68 y 88 °C.

Tiempo de duracion del tratamiento térmico: 12, 24, 36, 48 y 72 horas.

Condiciones del tratamiento térmico: en himedo y en seco.

Testigo: semillas sin tratamiento térmico

El factor temperatura en sus tres niveles se aplico mediante una incubadora de secamiento. En
el caso del factor condiciones del tratamiento térmico en himedo, las semillas se empacaron en
papel filtro el cual se humedecié antes de proceder a la aplicacion de los tratamientos, la
humedad fue monitoreada dos veces al dia observando el grado de humedad del papel y

aplicando agua estéril cuando fue necesario.
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3.3.2 Electroterapia en semillas

Para la aplicacion de este método se siguidé el protocolo de Hernandez et al., (1997). Las
semillas sometidas a electroterapia se trabajaron con base en un disefio bifactorial (4 x 3) + 1
conformado por los siguientes factores y niveles:

e Voltaje: 2, 5, 10 y 15 Voltios
e Tiempo de duracion de los tratamientos: 5, 10 y 15 minutos

e Testigo: semillas sin ningln tratamiento

Para el factor voltaje las semillas se colocaron en un frasco de vidrio conteniendo agua estéril
mas sal al 1% y se sometieron a corriente eléctrica mediante una fuente de voltaje lineal continua
(Figura 2). Una vez tratadas las semillas se desinfectaron y sembraron en medio de cultivo MS

bajo condiciones de cdmara de flujo laminar.

Figura 2. Tratamiento de electroterapia en semillas de tomate de arbol S. betaceum. Fotografias: Melo, E.
(2016).
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3.4. Terapias en explantes de tomate de arbol

Los explantes para las diferentes pruebas se obtuvieron a partir de plantas propagadas in vitro
provenientes de semillas obtenidas y tratadas segln el procedimiento descrito en el numeral
3.2.1., una vez se aplicaron los tratamientos se cortaron los nudos y se sembraron en medio de
cultivo MS.

3.4.1 Termoterapia en explantes

Cuando las plantulas propagadas in vitro presentaron entre 10 y 15 cm de altura fueron
sometidas a cinco diferentes temperaturas y cuatro tiempos de duracion por tratamiento
manteniendo las plantas dentro de los frascos, utilizando para ello una incubadora de secamiento
(Figura 3) adaptando el protocolo de Herndndez y Mancipe (1995). Una vez finalizado el
tratamiento térmico se extrajeron las plantas de los frascos, se eliminaron las hojas, se cortaron
los nudos y se sembraron en medio de cultivo MS siguiendo la metodologia adaptada por Criollo
et al., (2016).

Para el andlisis estadistico se utilizd un disefio bifactorial (5 x 4) + 1 con cuatro repeticiones
conformadas por envases de vidrio que contenian cuatro explantes; los factores analizados y sus

niveles correspondientes fueron:

e Temperaturas evaluadas: 30, 35, 38, 40 y 50 °C.
e Tiempo de duracion del tratamiento: 12, 24, 48 y 96 horas.

e Testigo: explantes sin tratamiento
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Figura 3. Tratamiento de termoterapia en plantas de tomate de arbol S. betaceum. Fotografias: Melo, E.
(2016).

3.4.2 Electroterapia en explantes

Para evaluar el efecto de la corriente eléctrica sobre el material de propagacion se utilizd una
fuente de voltaje continla, para ello se extrajeron los tallos de las plantas propagadas in vitro y se
colocaron en una caja petri con agua y sal al 1% aplicando la corriente eléctrica directamente a la
solucién; una vez realizado el tratamiento se lavaron los tallos con agua estéril, se cortaron y

sembraron los nudos en el medio de cultivo MS (Figura 4).

Los explantes sometidos a electroterapia se trabajaron con base en un disefio bifactorial (3 x 3)
+ 1 con cuatro repeticiones conformadas por frascos que contenian cuatro segmentos nodales; los

factores analizados y sus niveles correspondientes fueron:

e Voltaje: 2,5y 10 Voltios
e Tiempo de duracion del tratamiento: 5, 10 y 15 minutos

e Testigo: explantes sin voltaje
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Figura 4. Tratamiento de electroterapia en tallos de tomate de arbol S. betaceum. Fotografias: Melo, E.
(2016).

3.5. Propagacion por meristemos

Para la propagacion de meristemos se siguidé la metodologia establecida por Cerda et al.,
(2014). Los meristemos se extrajeron de las plantas obtenidas in vitro (numeral 3.4), con la ayuda
un estereoscopio, agujas hipodérmicas y bisturi. EI tamafio de los meristemos fue menor a 0,5
mm (Figura 5), los cuales una vez extraidos, fueron sembrados en el medio de cultivo MS (20 ml
por frasco) suplementado con diferentes concentraciones de hormonas (Tabla 1); una vez
emergieron los brotes y alcanzaron una altura de 5 cm aproximadamente fue evaluado el

porcentaje de regeneracion de las plantas.

La unidad experimental correspondié a un frasco en el cual se sembraron cuatro meristemos
con 10 repeticiones por tratamiento, para un total de 240 unidades experimentales. Para el
analisis estadistico se utilizd el disefio irrestrictamente al azar (DIA), en el cual se evaluaron 6

tratamientos (Tabla 1) con 10 repeticiones para cada uno de ellos.
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Tabla 1. Fitoregularores y concentraciones utilizados para la siembra de meristemos en medio de
cultivo MS.

TRATAMIENTO MEDIO HORMONA CONCENTRACION

(mg/1t)
AlA 0.5
T1 MS BAP 15
AG3
AlA
T2 MS BAP 15
AG3 1
BAP
T3 MS NAA 05
CINETINA 0.004
T4 MS AlA 05
AG3 0.1
T5 MS BAP
AlA
T6 MS BAP

Figura 5. Extraccion del meristemo en tomate de arbol, crecimiento y desarrollo del callo y brotes en
medio de cultivo MS. (A, B, C, D, E) extraccion del meristemo, (F) brote desarrollado listo para siembra a
medio de cultivo MS. Fotografias: Melo, E. (2016).
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Los brotes obtenidos en laboratorio después de los tratamientos se cortaron y sembraron en
medio basico MS (1962), suplementado con 0,5 mg L-1 de &cido giberélico (AG3); una vez

obtenidas las plantas se llevaron a endurecimiento bajo condiciones de invernadero.

3.6. Fase de aclimatacion

De las plantas obtenidas después de aplicados cada uno de los tratamientos (Termoterapia,
electroterapia y meristemos) y el testigo, se tomaron 16 plantas al azar por tratamiento, las
plantas fueron extraidas del medio de cultivo, se removio el agar de las raices y se pasaron a
bandejas plasticas de 50 alveolos y se sembraron bajo condiciones de invernadero utilizando
turba como sustrato (Figura 6), este proceso se realizd segun los protocolos establecidos para

tomate de arbol por Criollo et al., (2016).

Figura 6. Fase de endurecimiento en invernadero: (A) planta de 21 dias después de la siembra en medio
MS (B) trasplante a turba en bandeja de 50 alveolos (C) plantas de nueve dias después del trasplante (D)

micro tanel de policarbonato (E) Plantas 28 dias después del trasplante. Fotografias: Melo, E. (2016).

Esta prueba permitid evaluar el porcentaje de sobrevivencia de las plantas y el vigor a través
de la biomasa. La unidad experimental correspondié a un alveolo en el cual se sembré una planta

con cuatro repeticiones por tratamiento, para un total de 64 unidades experimentales.
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Para el andlisis estadistico se utilizo el disefio irrestrictamente al azar (DIA), en el cual se
evaluaron tres tratamientos y el testigo (Tabla 1) con cuatro repeticiones para cada uno. Los

tratamientos correspondieron a:

e Plantas sometidas a termoterapia
e Plantas sometidas a electroterapia
e Plantas obtenidas a partir de meristemos

e Testigo: plantas obtenidas sin tratamiento alguno

3.7. Variables evaluadas

3.7.1. Porcentaje de germinacion de semillas

Para determinar el potencial de germinacion de las semillas, se realizaron pruebas de
germinacion in vitro donde se utilizaron dos cajas Petri por tratamiento (termoterapia,
electroterapia y testigo) que contenian medio de cultivo %2 MS, en cada una de ellas se sembraron
50 semillas divididas en dos grupos de 25 semillas; cada tratamiento correspondi6 a 100 semillas
distribuidas en dos cajas. Se hizo un seguimiento diario de las semillas desde la siembra hasta el
dia de aparicion de la radicula, se considerd como semilla germinada aquella que emitié radicula
y el par de hojas cotiledonares en estado normal. El porcentaje de germinacién se calcul6 de
acuerdo a la siguiente formula propuesta por las Reglas Internacionales para ensayos de semillas
(1977).

. (semillas germinadas)
% germinacion = : % 100
(semillas evaluadas)

3.7.2. Porcentaje de supervivencia de los explantes

Los explantes sometidos a los tratamientos de electroterapia, termoterapia y propagacion por
meristemos se sembraron en medio de cultivo segin el tratamiento para cada caso, una vez

sembrados e iniciada la emision de las nuevas plantas se realizd el conteo. Se contaron como
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plantulas las estructuras que desarrollaron raices y hojas, hasta los 25 dias después de la siembra,

tiempo en el cual se calculd el porcentaje de supervivencia y regeneracion de las plantas.

El porcentaje de regeneracion de los explantes se calculd de acuerdo a la siguiente formula
propuesta por las Reglas Internacionales para ensayos de semillas (1977), adaptada para el

presente trabajo de investigacion.

explantes regenerados
%% de Supervivencia x100
explantes evaluados

3.7.3 Porcentaje de sobrevivencia de las plantas en la fase de aclimatacion

Las plantulas obtenidas en laboratorio después de los tratamientos, se sembraron en bandejas
de germinacidn con turba canadiense y se colocaron en condiciones de invernadero con reduccion
del 40% de luminosidad, 25°C y més del 80% de humedad relativa; 28 dias después se procedio a
evaluar el porcentaje de sobrevivencia durante la fase de aclimatacion con base en el nimero de

plantulas vivas en sustrato/ plantulas transferidas.

3.7.4. Biomasa

Una vez terminada la fase de aclimatacién, 28 dias después del trasplante se tomaron las
plantas y se sometieron a desecacion en un horno a una temperatura de 70 °C por 24 horas con el

objetivo de conocer el peso seco.
3.8 Andlisis estadistico
Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza segun los modelos

correspondientes al disefio propuesto y pruebas de significancia de Tukey al 95% en aquellas

variables que presentaron diferencias estadisticas significativas.
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4. Resultados y Discusion

4.1. Efecto de la termoterapia sobre el porcentaje de germinacion de semillas

Las diferentes temperaturas a que se sometieron las semillas, durante periodos de tiempo
progresivos y bajo condicién himeda y en seco, mostraron respuestas significativas en la
germinacion, de igual manera se observo diferencias significativas para todas las interacciones
(Tabla 2), determinando de esta forma que los tratamientos aplicados tienen influencia en los
diferentes tratamientos aplicados.

Al respecto Garcia et al., (2006), definen la germinacion como el proceso principal de
recuperacion de la actividad bioldgica de la semilla; para que tenga lugar, es necesario que se den
una serie de condiciones ambientales favorables como son: disponibilidad de agua, suficiente
oxigeno que permita la respiracion aerobia y temperatura adecuada para los distintos procesos

metabolicos y desarrollo de la plantula.

Tabla 2. Andlisis de varianza para la variable germinacion de semillas de tomate de arbol (%) con
tratamientos térmicos, duracion del tratamiento y condicién de humedad de la semilla durante el
tratamiento.

F.VARIACION GL SC CM FC Pr>F
Rep 3 133,80 44,60™ 2,37 0,0767
Temp 3 159037,42  53012,47** 281538  <.0001
Temp*rep 9 102,99 11,44™ 0,61 0,7870
Humed 1 28954,13  28954,13**  1537,69  <,0001
Temp*hum 2 52148,26  26074,13**  1384,74 <.0001
Tiempo 4 537,66 134,42%* 7,14 <,0001
Temp*tiempo 8 615,33 76,92* 4,98 0.004
Humedad*tiempo 4 114.2 28,55™ 1,52 0.2052
Tem*hum*tiem 8 376,40 47,05 2,50 0,0177
Error 81  1525,20 18,83 306,03

Total 123 24354541

*Diferencia significativa al 95%; ** diferencia altamente significativa al 95%; ns: no significativo.
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La interaccion temperatura por tiempo por condicion humeda permitio observar un
comportamiento diferencial entre los diferentes niveles de los tres factores; con el tratamiento de
48°C y condicidén humeda se observaron diferencias significativas entre el tratamiento sometido a
72 horas que presentd el 72 % de germinacion y el tiempo de 12 horas y el testigo que
presentaron una germinacion del 91% y 97% respectivamente (Figura 7).; resultados similares a
los de esta investigacion fueron reportadas por Fichino et al., (2012) en semillas de Pasto
Syngonanthus nitens, que fueron sometidas a varias temperaturas (60°, 100 °C, 150 °C y 200 °C )
en diferentes tiempos (1, 3 y 5 minutos) encontrando que las mayores tasas de germinacion

(>85%) se presentaron a temperaturas menores a 100 °C.

Figura 7. Comportamiento de la germinacion de semillas de tomate de arbol sometidas a diferentes

temperaturas durante 48°C, 68 °C, y 88 °C bajo condicion hiimeda.

Por otra parte, los tratamientos en condicion himeda sometidos a temperaturas de 68°C y
88°C en los diferentes tiempos (12, 24, 36, 48 y 72 horas respectivamente), presentaron una
germinacion del 0% y por tanto diferencias significativas frente al testigo que presentd el 97% de
germinacion (Figura 7). Matilla (2003) menciona que cada especie tiene una condicién de
temperatura diferente para germinar, pero que temperaturas altas, como en el caso de esta
investigacion que superaron los 68 °C provocan la muerte del embrién y como resultado la

germinacion es nula.
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Resultados similares fueron encontrados por Auld y Ooi, (2009) quienes sometieron semillas
de cinco especies de Darwinia sp., a varios rangos de temperatura (40-120°C) encontrando que
las semillas que fueron sometidas por encima de 80°C, no germinaron, al igual que las semillas
de tomate que en esta investigacion fueron sometidas a 88°C y en las cuales tampoco se observo

germinacion.

Una de las condiciones para la germinacion éptima de las semillas, como es el caso de las
semillas de tomate de arbol, mencionada por Baskin y Baskin (2001) es la temperatura, es asi
como en la figura 8, se observa que las semillas sometidas a 48°C y condicion seca durante 24
horas, mostraron una germinacion del 94% con diferencias significativas en relacion con el

tratamiento de 72 horas que present6 el 80% de germinacion.

Figura 8. Comportamiento de la germinacion de semillas de tomate de arbol sometidas a diferentes

temperaturas durante 48°C, 68 °C, y 88 °C bajo condiciones secas.

Los tratamientos en condiciones secas con una temperatura de 88°C y diferentes tiempos (12,
24, 36, 48 y 72 horas), presentaron el 0% de germinacion, con diferencias significativas al

compararse con el testigo que presentd una germinacion del 97%, 24 dias después de la siembra.

El alto porcentaje de germinaciones obtenido con estos tratamientos, permite inferir que las
semillas de tomate de arbol obtenidas para el ensayo presentaron condiciones de alto potencial

germinativo; en un rango 6ptimo de: 28-68°C en condiciones secas, con tiempos de duracion de
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12 a 48 horas. Se considera que la calidad de la semilla depende fuertemente de las condiciones
ambientales que prevalecen durante la formacion de la misma, de la cosecha y el
almacenamiento, ya que en estas etapas sufren dafios fisiologicos y genéticos que interactdan en
forma compleja y dindmica en el tiempo, afectando la capacidad de la semilla para germinar
(Herrera et al., 2006 y Russo et al., 2010).

El alto porcentaje de germinacién obtenido con determinados tratamientos térmicos
probablemente esté influenciado por las condiciones brindadas a las semillas durante y después
de la cosecha. Russo et al., (2010), asegura que la germinacion estd influenciada tanto por
factores internos como externos; dentro de los factores internos esta la viabilidad del embrién, la
cantidad y la calidad del tejido de reserva de la semilla y en los factores externos encontramos la

humedad relativa, la luz, la temperatura y el aire (Herrera et al., 2006).

4.2 Efecto de la Electroterapia sobre el porcentaje de germinacién de semillas

En la Tabla 3 se puede observar que las semillas sometidas a diferentes niveles de electricidad
durante periodos de tiempo progresivos, presentaron diferencias estadisticas significativas con
respecto porcentaje de germinacién, para el factor voltaje; sin embargo, no se presentaron

diferencias estadisticas significativas para el factor tiempo y la interaccion voltaje por tiempo.

El factor voltaje present6 diferencias estadisticas significativas cuando se aplicé a las semillas:
el tratamiento 15 V presentd un porcentaje de germinacion del 87,3% frente a los tratamientos 5
V vy el testigo quienes alcanzaron porcentajes de germinacién del 95,8 y 97% respectivamente
(Figura 9). Wahab et al., (1980) mencionan que tratamientos con corriente eléctrica inician
cambios fisioldgicos y bioguimicos que se reflejan en los procesos de crecimiento y desarrollo en
plantas, y que en algunos casos pueden tener efectos en la eliminacion de enfermedades causadas

por virus.
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Tabla 3. Andlisis de varianza para la variable germinacion de semillas de tomate de arbol (%) con
tratamientos eléctricos (V) y diferentes tiempos de duracién del tratamiento.

F.VARIACION GL SC CM FC  Pr>F
Rep. 3 220,54  7351™ 132 10,2848
Vol. 4 662,96 165,74 2,97 0,0328
Tiemp. 2 56,63 28,32™ 0,51 0,6068
Vol*tiem 6 405,17  67,53™ 121 10,3251
Error 35 195549 55,87

Total 50  3300,79

*Diferencia significativa al 95%; ns: no significativo.

Figura 9. Porcentaje de germinacion in vitro de semillas de tomate de arbol sometidas a diferentes
voltajes (2, 5, 10, 15V).

La aplicacién de la electroterapia en semillas con el objetivo de eliminar o disminuir los
problemas presentados por algunos patdgenos requiere conocer los niveles de voltaje y los
tiempos criticos de tolerancia que puedan tener las semillas ante diferentes tratamientos, con el
fin de establecer esos rangos y aplicar terapias que no afecten la calidad de las mismas. Conocer
el efecto de la electroterapia sobre la germinacion de la semilla es fundamental en el momento de
establecer protocolos que permitan una adecuada germinacién de estas semillas; procedimiento

que podria ser utilizado con éxito en la obtencion de plantas a gran escala para prevenir o tratar
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enfermedades transmitidas por semillas (Hormozi-Nejad et al., 2010; Bera et al., 2006 e lgarza et
al., 2001).

Los resultados de esta investigacion demuestran que voltajes de 2, 5y 10 V aplicados hasta
por 15 minutos a semillas de tomate de arbol, no causaron alteraciones en los porcentajes de
germinacion (92,3%, 95,8%, y 91,7% respectivamente), al ser comparados con el testigo (97%);
Estos datos coinciden con los reportados por Lutkova y Oleshko, (1972) quienes estudiaron el
efecto del estimulo eléctrico en la semilla midiendo: la viabilidad, el vigor, la germinacién vy el
crecimiento de plantulas de manzana Malus domestica, encontrando resultados positivos en las
variables estudiadas, demostrando que este tratamiento puede resultar efectivo para mejorar estos
aspectos (Bera et al., 2007). La técnica de electroterapia podria ser utilizada con éxito como
terapia para la produccion de plantas de tomate de arbol, gracias a que el tratamiento no presenta

efectos negativos en la germinacién de las semillas.

El alto porcentaje de germinacion de los tratamientos es corroborado igualmente por Bera et
al., (2006), quienes demuestran que la electroterapia aplicada a las semillas puede mejorar la
germinacion y el rendimiento de los cultivos; estos autores realizaron pruebas de germinacion
con semillas de cucurbitaceas sin tratamiento y otras sometidas a campos eléctricos de 2 a 16
kV/cm, con tiempos de exposicién de 1 a 30 s, obteniendo un 30% y 99% de germinacion

respectivamente.

Las semillas sometidas a 15 V disminuyeron el porcentaje de germinaciéon (87,3%) con
respecto a los otros tratamientos; al respecto, Kalinin et al., (2005), Tarek (2005) y Chen et al.,
(2006) encontraron que semillas sometidas a una exposicion excesiva con altos voltajes puede

ocasionar dafios irreversibles causando la muerte del embrién.

4.3. Efecto de la termoterapia sobre el porcentaje de supervivencia de los explantes

Los esquejes producidos in vitro y sometidos a diferentes temperaturas durante periodos de
tiempo progresivos, mostraron respuestas en la supervivencia tanto en el factor temperatura como

en la duracién del tratamiento térmico y en la interaccion temperatura por tiempo (Tabla 4). La
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interaccion temperatura por tiempo permitié observar el comportamiento entre las diferentes
temperaturas y los tiempos del tratamiento. Los explantes sometidos a temperaturas de 30°C,

35°C y 38°C a diferentes tiempos del calentamiento no afectaron la supervivencia.

Tabla 4. Anélisis de varianza para la variable supervivencia de ex plantes de tomate de arbol (%) con
tratamientos térmicos y duracion del tratamiento.

F.VARIACION GL SC CM FC Pr>F
Rep 3 6,24 2,08™ 0,17 0,9173
Temp 5 119664,25  23932,85° 193851  <,0001
Tiempo 3 4388,95 1462,98" 118,50 <,0001
Temp*tiemp 12 13382,80 1115,23" 90,33 <,0001
Error 60 740,76 12,35

Total 83 138183

** Diferencia estadistica significativa al 99%; ns: no significativo

Cuando las plantas se sometieron a una temperatura de 40°C se observé que la supervivencia
no presentd diferencias entre 12 (83,5%) y 24 horas (78,0%) de tratamiento (Figura 10); sin
embargo, mostraron diferencias estadisticas con los tratamientos realizados durante 48 y 96 horas
con un bajo porcentaje de supervivencia (46% y 0,0%, respectivamente); de igual forma el
tratamiento a 50 °C presentd un 0% de supervivencia para todos los periodos de tiempo
utilizados. Solo aquellos tratamientos sometidos a 40°C por 48 horas y 96 horas (46%), 50 °C por
12, 24, 48 y 96 °C (0%), presentaron diferencias estadisticas con la supervivencia del testigo, sin

tratamiento téermico (95%).

Figura 10. Comportamiento de la supervivencia de los ex plantes de tomate de arbol in vitro sometidos a

diferentes temperaturas por cuatro periodos de tiempo.
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La determinacion de temperaturas criticas de supervivencia de los tejidos es indispensable
para definir protocolos seguros para ser aplicados en tratamientos de termoterapia a los esquejes,
sin riesgo de perder su viabilidad. Segun lo manifiesta Ibafiez (2004) es importante determinar
estos aspectos ya que el mejor tratamiento de termoterapia sera aquel que permita la mayor
inmovilizacion de un patogeno sin afectar el desarrollo normal de brotes; ademas, la duracion del
tratamiento térmico depende del tipo de patdgeno, de la especie y de la variedad vegetal (Refatti
et al., 1999); la temperatura y el tiempo de exposicion estan determinados por el tejido a tratar y

el patogeno a eliminar.

En esta investigacion se utilizaron temperaturas constantes (30, 35, 38, 40 y 50 °C), por
periodos de tiempo cortos (12, 24, 48 y 96 horas); de acuerdo con Tan et al., (2010), este tipo de
tratamientos influye mucho en el crecimiento de las plantas y disminuye significativamente la
tasa de supervivencia de la planta a medida que se incrementa el tiempo de duracion del ensayo;
este autor al aplicar temperaturas de 37 °C a plantas cultivadas in vitro de pera durante 50 dias
obtuvo un bajo porcentaje de regeneracion de las plantas.

De igual manera, tratamientos de calor fueron aplicados por Monette (1986) en plantas de vid
para eliminar los virus del entrenudo corto infeccioso y el virus del Mosaico de arabis con un
tratamiento de termoterapia in vitro durante 40 dias alternando diariamente temperaturas de 39°C
durante 6 horas y 22°C durante 18 horas. Ramirez et al., (2006), aplicaron tratamientos
secuenciales a 32°C durante una semana, 36°C durante 2 semanas y 38°C durante 3 semanas,
afectando la sobrevivencia de los explantes de ajo, con porcentajes de supervivencia de los

explantes del 36,5 %, logrando entre 63% y70,9% de los explantes libres de potyvirus.

La termoterapia se utiliza rutinariamente para la eliminacion de patdgenos en cebolla, ajo,
puerro y otras liliaceas comerciales (Conci y Nome, 1991), fresa (Converse y Tanne, 1984), yuca
(CIAT, 1982), pera (Postman, 1994), y en papa y camote (Golmirzaie et al., 1994).

Los periodos cortos en los cuales se utilizé tratamiento térmico de las plantas no afectaron su
supervivencia; no obstante, al incrementar la temperatura y el tiempo, las plantas no

sobrevivieron; segin Diaz y Chaparro (2012), para el saneamiento vegetal se utiliza
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fundamentalmente, tratamientos con calor a los tejidos infectados lo cual altera la sintesis viral y
retarda la translocacion del agente viral en la planta. Tan et al., (2010) verificaron que el virus
ACLSYV podria eliminarse de la pera por un periodo de tratamiento térmico 5 dias méas corto que
el de la erradicacion de ASGV y ASPV, por otra parte Conci (2004), afirma que la termoterapia
por si solo no garantiza el saneamiento total de las plantas, mantener las plantas enfermas por
periodos prolongados en termoterapia disminuye la concentracion de virus, pero al llevar las
plantas nuevamente a condiciones normales, en poco tiempo recuperan la concentracion original;
por tanto, una practica muy usada es la combinacion de la termoterapia y el cultivo de

meristemos.

Los resultados de esta investigacion permiten confirmar el efecto de las diferentes
temperaturas evaluadas en diferentes periodos de tiempo sobre el porcentaje de supervivencia de
las plantas; para el control de patdgenos de tipo sistémico podria suponerse que cuanto mas largo
es el tratamiento de calor, este resulta mas efectivo; sin embargo, no siempre es asi. En algunas
especies como el crisantemo y en ajo se conoce que tratamientos de 10-30 dias pueden ser
efectivos para la liberacion de algunos virus; en cambio, tratamientos méas prolongados no
siempre producen mayor porcentaje de plantas sanas. Estos tratamientos prolongados, por otra
parte, dificultan la implantacion in vitro del tejido, lo cual se traduce en un nimero mas reducido
de plantas obtenidas (Conci, 2004).

4.4. Efecto de la electroterapia sobre el porcentaje de supervivencia de los explantes

Los esquejes producidos in vitro y sometidos a diferentes niveles de electricidad durante
periodos de tiempo progresivos no mostraron diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos, tanto en el factor voltaje como en la duracidon del tratamiento y la interaccion

voltaje por tiempo (Tabla 5).

La interaccion voltaje por tiempo no presentd diferencias estadisticas significativas, los
diferentes niveles de electricidad (2 V, 5V, y 10 V), y diferentes tiempos de tratamiento (5 min,
10 min y 15 min), aplicados directamente a los esquejes no afectaron la supervivencia de los
explantes. El porcentaje de supervivencia minimo fue del 93% y el maximo del 96%, el testigo

presento un porcentaje de supervivencia del 95%.
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Tabla 5. Andlisis de varianza para la variable supervivencia de explantes de tomate de arbol (%), con
tratamientos eléctricos y duracion del tratamiento.

F.VARIACION GL SC CM Fc Pr>F

Rep 3 7,60 253" 0,25 0,86
Vol 3 8,40 280" 0,28 0,84
Tiemp 2 18,67 9,33 0,94 0,40
Vol*tiem 4 13,33 3,33 0,34 0,85
Error 27 2684 9,94™

Total 39 316,4

ns: no significativo

Sabry et al. (2009), sefiala que determinar los voltajes criticos de supervivencia de los tejidos
permitira definir protocolos seguros para ser aplicados en tratamientos de electroterapia a las
plantulas in vitro, sin riesgo de perder su viabilidad. El éxito de la electroterapia como técnica
para la produccion de plantas libres de patégenos depende de la tasa de multiplicacion de las
plantas y el desarrollo de las mismas; por lo general, este indicador depende de varios factores,
incluido el genotipo, el estado fisioldgico del explante, el medio de cultivo, las condiciones de

cultivo y las interacciones entre estos factores

Los altos porcentajes de supervivencia observados para los tratamientos evaluados, ratifican lo
expresado por Aguilar (2001), cuando indica que el tratamiento de electroterapia puede estimular
el desarrollo de las plantas gracias a que las membranas celulares tienen propiedades de
resistencia eléctrica y capacitancia, lo que les permite mantener el voltaje (potencial de
membrana) y regular el flujo de corriente a través de ellas. La influencia fisiologica del
crecimiento de las plantas en el entorno de un campo eléctrico prevalece en todo momento y en
todas partes; esta comunicacién muestra que altos campos eléctricos tienen un efecto definitivo

en el crecimiento vegetal y la respuesta de crecimiento (Murr, 1965).

De la misma manera se han encontrado respuestas positivas de la electroterapia para la
estimulacién del crecimiento meristemos apicales, segmentos nodales y brotes de tubérculos en
plantas de papa que fueron expuestos a intensidades de corriente eléctrica de 5-25 mA durante un
periodo de tiempo de 5 y 25 minutos cultivados en medio MS. El porcentaje de sobrevivencia
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fluctuo entre el 78,47% y el 92,35%, resultados similares a los encontrados en esta investigacion
(Singh y Kaur, 2016). Aguila et al., (2004), reportan porcentajes de regeneracion de las plantas
de 42,5% al 78% dependiendo del tratamiento eléctrico y de la variedad; estos autores destacan
ademas que la electroterapia acelero el crecimiento del material vegetal. EI material tratado sufre
menos dafio, las plantas obtenidas in vitro logran tener mayor tamafio y peso, ademas de eliminar

algunos virus y viroides.

Lozoya et al., (1996), trabajaron con tallos de papa infectado con PV X, aplicaron diferentes
intensidades de corriente eléctrica a los explantes, encontraron que la regeneracion mas alta fue
en aquellos que se colocaron por cinco minutos a 15 mA. Resultados similares fueron
encontrados por Hormozi-Nejad et al., (2010) en frijol cuando los explantes nodales fueron
sometidos a una corriente eléctrica de 15 mA por diez minutos. Pérez, et al., (2005) determinaron
que los tratamientos de 30 V por 5 minutos no afectan la regeneracion de las plantas pero a 60 V
produce la muerte de las plantas en yuca. Se asume que existe un limite de sobrevivencia que no

debe ser sobrepasado ni utilizado para el saneamiento para cada cultivo

4.5 Propagacion por meristemos

La regeneracion de meristemos in vitro bajo las diferentes concentraciones hormonales
presento diferencias estadisticas significativas (Tabla 6). Segin Megias et al., (2016) las células
meristematicas presentan las caracteristicas citologicas de células indiferenciadas, lo que hace
que sean idoneas para realizar cultivos de meristemos, el cual puede utilizarse solo o combinado
con la termoterapia o electroterapia para el saneamiento de enfermedades de tipo sistémico en

algunas plantas (Panta y Golmirzaie, 1997).
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Tabla 6. Analisis de varianza para la variable regeneracion de meristemos de tomate de arbol (%) con
diferentes concentraciones de hormonas.

F.VARIACION GL SC CM Fc Pr>F
Rep. 3 176 58,67 1,07 0,3922
Trat. 5 9421,33 1884277 34,30 <.0001
Error 15 824 54,93

Total corregido 23 10421,33

** Diferencias estadisticas significativas al 99%; ns: no significativo

Los tratamientos uno y seis (T1l: MS+AIA+BAP+AG; y T6: AIA+BAP) no mostraron
diferencias estadisticas significativas entre si, (Figura 11), y presentaron un porcentaje de
regeneracion del 47% y 39% respectivamente; sin embargo, estos dos tratamientos mostraron
diferencias estadisticas significativas con respecto a los demés tratamientos (Tabla 1), los cuales

presentaron porcentajes de regeneracion del 0 al 6% (Figura 11).

En esta investigacion se sembraron explantes del domo meristemético con primordios foliares,
segun Conci (2010) el domo es una estructura de menos de 0,1 mm de diametro muy dificil de
extraer, el cual necesita un medio de cultivo con una concentracion de nutrientes muy equilibrada
y condiciones ambientales muy estrictas para su desarrollo, entre mas pequefio sea el explante
menos probabilidades de que sobrevivan (Kyte, 1987). En esta esta investigacion los porcentajes
de regeneracion fueron inferiores al 50% a pesar de que se adicionaron fitohormonas en
diferentes concentraciones (AlA, BAP y AG3) (Figura 11 y Tabla 1); contrario a este resultado,
Abdelnour-Esquivel et al., (2006) encontraron altos porcentajes de regeneracion al agregar 0,1
mg L™ de BAP al medio MS, con porcentaje de regeneracién de los explantes del 85% en
chayote Sechium edule.
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Figura 11. Comportamiento de la regeneracién de meristemos de tomate de arbol sometidos a diferentes

concentraciones hormonales.

Resultados similares a esta investigacion fueron encontrados por Marin et al., (2009) quienes
reportan que en medios constituidos por ANA 0,02 mg L™ + AG3 0,05 mg L™ + BA 0,5 mg L™
no hubo desarrollo de raices ni parte aérea, evidenciando unicamente un alto porcentaje de
formacion de callos (71%) en cultivares elites de yuca Manihot esculenta Crantz. Las
concentraciones de AGzy BAP en esta investigacion, para el tratamiento uno y dos fue de 1 mg
L™ (1000 pl) y 1,5 mg L™ (1500 pl) (Tabla 2) valores que estan por encima de los reportados por
Badoni y Chauhan (2009). Estos Autores al cultivar meristemos de papa, determinaron que el
medio MS cuando contenia AGz a una concentracion mayor a 400 pl no respondieron bien y los
porcentajes de supervivencia fueron bajos, en comparacion con los medios en los cuales el
contenido de AGs fue inferior a 200 pl, los cuales produjeron buenas raices y mayor nimero de
hojas. Resultados similares fueron encontrados por Khan et al., (2013) y Batool et al., (2014)
quienes reportaron que la aplicacion de 300 pl de AG;z en el medio MS produjo mayor longitud

de raiz y numero de hojas en papa.

Segun Espinosa et al., (2005) las auxinas y citocinas regulan los procesos de morfogénesis en
cultivos in vitro, el efecto de las auxinas en este caso el AIA y AGsYy las citocinas BAP, pudieron

haber presentado un efecto inhibitorio en el desarrollo de yemas y regeneracion de meristemos,
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resultados similares a los reportados por Criollo et al., (2016) quienes encontraron que la
combinacion de BAP con AIA, no fue efectiva en la brotacion de hipocotilos de tomate de arbol.

El mayor porcentaje de regeneracion (47%) se presenté en el tratamiento uno (0,5 mg L™ de
AlA, 1,5 mg L™ de BAP y 1 mg L™ de AGs, Tabla 1), seguido por en tratamiento seis (39%) (1
mg L™ de AIA y 3,0 mg L™ de BAP, Tabla 1). Alvarenga et al., (1999), encontraron que la
combinacion 0,1 mg L1 de BA y 0,1 mg L1 de GA3; en medio de cultivo de meristemos fue el
tratamiento méas adecuado para la propagacion de Chayote Sechium edule Jacq, resultados que
concuerdan con los encontrados en el tratamiento uno en el cual se observé el mayor porcentaje

de regeneracion.

Otras investigaciones relacionadas realizadas por Singh y Kaur (2016) mencionan gque
encontraron un porcentaje de regeneracion de 84,71% de meristemos apicales de papa en medio
MS (enriquecido con 0,1 mg L™ de AGsy 0,1 mg L™ de NAA ), mientras que para Farhatullah et
al., (2007) y Batool et al., (2014) el AG3 tiene efectos de espectro relativamente amplio ya que
juega un papel vital en la divisién y la ampliacion celular y es utilizado ampliamente para la
regeneracion de meristemos en combinacion con otros fitoreguladores como el NAA (Acido
naftalenacético) y BA (benciladenina). De acuerdo con Abe y Futsuhara (1986) es un hecho que
el potencial de regeneracion de plantas micropropagadas depende de la especie y del método in
vitro. Finalmente estudios mas recientes realizados por Ali et al., (2018) mencionan que entre
mayor sea la concentracion de AGs la altura de la planta y la longitud de la raiz se incrementan
significativamente en papa, pero inhibe la cantidad de nodos de las plantas en comparacion con
plantas que recibieron menor cantidad de AG3 las cuales presentaron mayor ndmero de hojas,
concluyendo de esta forma que las dosis de AGz para la propagacion in vitro de papa deben ser
menores a 1 mg L™, estos resultados confirman que el AGj; tiene efectos significativos en la

morfogenesis de las plantas pero la dosis puede variar dependiendo de la especie estudiada.

A pesar de que el tratamiento seis (1 mg L™ de AIA y 3,0 mg L™ de BAP, Tabla 1-figura 11)
no contenia AG3 presentd el segundo porcentaje més alto de regeneracion (39%), sin presentar
diferencias significativas con el tratamiento uno (0,5 mg L™ de AIA, 1,5 mg L™ de BAP). Segtn
Klee y Bencil (1991) la funcion principal del BAP es la formacion y crecimiento de brotes
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axilares, lo que puede indicar la importancia de este compuesto en la regeneracion de los
meristemos. En estudios realizados por Padron et al., (2006) para la propagacion in vitro de roble
Tabebuia rosea, las mayores tasas de multiplicacion de brotes se presentaron cuando el medio
MS de los explantes fue suplementado con 17,76 uM de BAP, resultados que coinciden con esta
investigacion. En oreganillo Lippia micromera, Capote et al., (1999) encontraron que la
combinacién que permitié mayor eficiencia en el cultivo in vitro de esta especie fue la adicion de
0,5mg L de ANAy 2 mg L™ de BAP.

Por otra parte Pedroza (2009) menciona que el mejor desarrollo para la propagacion in vitro de
la orquidea Epidendrum elongatum Jacq, fue medio MS enriquecido con 0,5 mg L™ de AIA ya
que estimuld la elongacién celular de los protocormos cultivados, cantidades mayores de Al
disminuyeron el desarrollo del sistema radical, y el uso de IAl y BAP en el mismo medio de
cultivo no fue positivo y obtuvieron la menor tasa de crecimiento de los protocormos, resultados
que concuerdan con esta investigacion teniendo en cuenta que si bien el tratamiento seis obtuvo
un porcentaje de regeneracion de explantes del 39% fue menor en comparacion con el
tratamiento uno. Salisbury y Ross (2000) afirman que cualquier fitoregulador es fisiol6gicamente
funcional cuando se encuentra en bajas cantidades, y que a una concentracion mayor estas
sustancias ejercen efectos negativos sobre el desarrollo normal de la planta, debido a que el
exceso de una hormona en lugar de inducir una respuesta especifica por parte del tejido vegetal
produce toxicidad del mismo. En esta investigacion en el tratamiento dos al incrementar el 1Al (1
mg L) (Tabla 1) bajo las mismas condiciones del medio, el porcentaje de regeneracion de
meristemos de tomate de arbol fue menor al 10%.

4.6 Fase de aclimatacion

Todas las plantas sometidas a electroterapia, termoterapia y cultivo de meristemos se llevaron
a una fase de aclimatacién por 28 dias, segun el protocolo establecido para tomate de arbol por
Sharry et al., (2015). Posteriormente se determind la biomasa teniendo en cuenta el peso seco.
Segun el andlisis de varianza (Tabla 7) y la prueba de medias de Tukey (Figura 12) no se
presentaron diferencias estadisticas significativas en ninguno de los tratamientos (electroterapia,

termoterapia, plantas provenientes de meristemos y el testigo).
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Tabla 7. Analisis de varianza para la variable peso seco de las plantas de tomate de arbol (g) después de la
fase de aclimatacion con tratamientos de electroterapia, termoterapia y cultivo de meristemos.

F.VARIACION GL SC CM Fc  Pr>F

Trat 3 0,07 0,02 22 0,1413
Error 13 0,13 0,01
Total 19 0,19

ns: no significativo

Segin Hertmann et al., (1997) la fase de aclimatacion o endurecimiento, es el proceso
mediante el cual las plantas obtenidas in vitro se transfieren gradualmente a un ambiente externo,
en el caso de esta investigacion la fase de aclimatacion se llevé a cabo en un tanel de
policarbonato por 28 dias. Esta es una etapa critica y una de las principales limitaciones en el
proceso de micro propagacion de diferentes especies (Debergh et al., 1991); Olmos y Hallin,
1998 y Majada et al., 2002) si no se tienen en cuenta las condiciones y requerimientos de las

plantas.

Figura 12. Peso seco de plantas de tomate de arbol, 28 dias después de la aclimatacion.

El peso seco obtenido en todos los tratamientos fue igual estadisticamente, con valores de
materia seca que oscilaron entre 0,23 g en el tratamiento de electroterapia y 0,006 g en la

propagacion por meristemos (Figura 12), con una supervivencia de las plantas trasplantadas de
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laboratorio a invernadero fue del 100%, estos datos indican que las plantas sometidas a
electroterapia y termoterapia no se vieron afectadas en el desarrollo de las mismas, de esta forma
se puede considerar que el proceso de aclimatacion de estas plantas fue exitoso. Resultados
similares a esta investigacion fueron reportados por Criollo et al., (2016), Riofri6 (2010) y
Bazaldua., et al (2008) quienes evaluaron diferentes alternativas de micropropagacion en tomate
y encontraron un porcentaje de supervivencia superior al 80%. En otras investigaciones al
multiplicar explantes (apical, medial y basal) de olluco Ullucus tuberosus en medio MS y
determinar la biomasa mediante el peso seco, Ali (2012) encontrd que para los explantes medial y
basal no se presentaron diferencias significativas, resultados que coinciden con esta

investigacion.

Por el contrario, al propagar in vitro cinco clones de Yuca Manihot esculenta Crantz (BRA
383, PER 183, CM 523-7, CM 3306-4 y SM 1565-15), Marin et al., (2009) encontr¢ diferencias
estadisticas significativas en cuanto al peso seco del vastago y la raiz de las plantas en los
tratamientos BRA 383 y CM 523-7, con respecto a los demas. Estas diferencias se deben a varias
causas, la principal a que el periodo de evaluacidn en este caso fue después de ocho semanas de
aclimatacion, en donde las plantas tuvieron mas tiempo para desarrollarse, en este estudio esta
variable se determin6 28 dias después de la fase de aclimatacion; otra causa de esta inferencia
puede explicarse en que en este caso se determind el peso seco de la totalidad de la planta, frente

al estudio referido en el cual se determin0 para vastago y raiz.
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5. Conclusiones

La temperatura, el tiempo de duracion y la condicion de humedad durante el tratamiento
térmico influyen sobre la germinacion las semillas de tomate de arbol; bajo condicion humedad la
temperatura maxima que soportaron las semillas sin afectar la germinacion fue de 48 °C,

mientras que bajo condiciones secas soportaron 68 °C.

La supervivencia de los explantes sometidos a termoterapia no se afecta cuando son sometidos
a temperaturas de 38 °C por un tiempo de duracion del tratamiento hasta de 96 horas, a 40 °C el
tiempo de duracion del tratamiento se reduce, disminuyendo el porcentaje de supervivencia a

medida que el tiempo aumenta.

El tratamiento de electroterapia entre 2 y 10 voltios no afectaron la germinacion ni la
supervivencia en semillas y explantes de Tomate de arbol; por encima de 10 voltios la

germinacion de las semillas se redujo.

La técnica de propagacion de plantas de tomate de arbol a partir de meristemos requiere de
estrictas condiciones de composicion hormonal; los mayores porcentajes de regeneracion se
lograron utilizando medio MS suplementado con una mezcla de AIA0,5mg L™ + BAP 1,5 mg L’
'+ AGs1mgLtyAIAImgL!+BAP3mg L™

Los tratamientos de termoterapia, electroterapia y propagacion por meristemos in vitro en
semillas y explantes de tomate de arbol no afectaron el crecimiento y desarrollo de las plantas en

la etapa de aclimatacion.
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