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RESUMEN

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una planta herbacea perteneciente a la familia de las
solanaceas que representa una de las especies vegetales mas importantes del mundo debido a su
valor econémico y cultural. Es una fuente importante de vitamina C, minerales como el fosforo y el
potasio y carotenoides como el licopeno y el -caroteno. Segtn cifras reportadas por la FAO en el
2016, la produccién de tomate en Venezuela para ese afio fue de 162.140 toneladas. Sin embargo, su
cultivo en los dltimos afios se ha visto deteriorado debido la falta de insumos o al alto costo de los
mismos, como también debido a los factores ambientales y los agentes patégenos. En esta
investigacion, se establecié un sistema de propagacion masiva in vitro de Solanum lycopersicum a
partir de microesquejes. Los explantes se cultivaron en medio con sales de Murashige y Skoog
(1962), tiamina 0,4 mgL", mioinositol 100 mgL", sacarosa 30 gL' y agar 8 gL.”!, probandose varios
tratamientos (Medios M0, M1, M2 y M3). El mejor medio para el establecimiento y multiplicacion
de S. lycopersicum fue el medio M1 constituido por las sales MS + 2,5 mg L™ de benciladenina
(BA) + 1 mg L™ de 4cido indol-acético (AIA), observandose un promedio de 3,46 brotes/explante
via organogénesis indirecta. En este estudio, no fue necesario el uso de un medio especial para
enraizamiento, ya que se produjeron raices en todos los medios usados en todas las etapas del
cultivo. La aclimatacién de S. lycopersicum no fue exitosa bajo las condiciones estudiadas.
Adicionalmente, se determiné el contenido de pigmentos fotosintéticos (PF) en las plantas
obtenidas por germinacion in vitro (control), las obtenidas a partir de microesquejes de plantas in
vitro en fase de enraizamiento y las transferidas a condiciones ex vitro para su aclimatacion. En el
presente estudio, la no aclimataciéon de las vitroplantas de tomate, fue un impedimento para la

determinacion de la confiabilidad del contenido de PF como indicador de aclimatacion ex vitro.

Palabras claves: Solanum lycopersicum, cultivo in vitro, microesquejes, organogénesis.
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1. INTRODUCCION
El tomate (Solanum lycopersicum L) es una planta herbacea perteneciente a la familia de las
solanaceas, originaria de Suramérica que representa una de las especies vegetales mas importantes
del mundo debido a su valor econémico y cultural, ya que, es ampliamente usado como alimento
fresco y/o procesado a nivel doméstico e industrial. Es ademas, una fuente importante de vitamina
C, minerales como el fosforo y el potasio y carotenoides como el licopeno y el [-caroteno (Cruz y

col, 2009).

En Venezuela, las zonas de mayor siembra de tomate se encuentra en el Estado Lara, los andes,
los llanos occidentales y el centro del pais. El tomate producido es consumido mayormente como
alimento fresco, también es cultivado para su uso industrial, para la fabricacion de salsas, pastas,
etc. Segun cifras reportadas por la FAO en el 2016, la produccién de tomate en Venezuela para ese
afio fue de 162.140 toneladas. El cultivo de tomate, en la actualidad, se ha visto deteriorado, lo que
ha implicado un aumento significativo de su precio en el mercado. Una de las causas del deterioro
en la produccién de tomate es el factor clima, afectando con mas intensidad ejes productivos
localizados en los Llanos Centrales y Orientales del pais, en estas regiones se redujo el area de

siembra y se perdi6 gran parte de la superficie sembrada (Fedeagro, 2015)

El Nacional, 2017 report6 un grave deterioro en los campos venezolanos. En los Andes, por
ejemplo, apenas se pudo sembrar el 25% de la superficie de la que generalmente se cultiva, bien sea
debido a la falta de insumos o al alto costo de los mismos. Otra causa que puede ocasionar grandes
pérdidas en la produccion de tomate es la presencia de plagas y enfermedades. El tizon tardio,
causado por el oomycete Phytophthora infestans Mont. De Bary, es la enfermedad de mayor
importancia econémica del tomate y de otras solanaceas que cada vez se hace mas resistente a los

agroquimicos y causa dafios importantes a la produccion (Botero y col, 2011).
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En Venezuela, a fin de incrementar la productividad y disminuir los costos de produccion,
para obtener mayores ingresos del cultivo de tomate es necesario implementar tecnologias
alternativas como la micropropagacién in vitro del material genético de interés. Esta técnica
permite mantener la identidad genética y reducir la dependencia de las compafiias semilleras para la
adquisicién de la semilla en cada ciclo (Ambriz, 1995). Ademas, permite obtener en corto tiempo,
en condiciones bien establecidas, un gran ntimero de individuos, en un espacio reducido y se puede
iniciar a partir de nudos y yemas. Ademas, existen técnicas de propagacion de plantas in vitro; como

la organogénesis y embriogénesis (Valderrama, 2011).

Las plantas cultivadas in vitro poseen caracteristicas morfoanatémicas que las diferencian de
aquellas sembradas en ambientes naturales (Molina y col, 2008). Estas se producen en un ambiente
aseéptico, caracterizado por una baja intensidad luminica (Pospisilova, 1997), y por un medio
nutritivo constituido por sacarosa (fuente de carbono) (Molina y col., 2008), por lo que el
intercambio gaseoso asociado a la actividad fotosintética de las vitroplantas varia
considerablemente (Isaac, 2010). Por estas razones las plantas in vitro no necesitan realizar
plenamente la fotosintesis, lo que desemboca en un aparato fotosintético deficiente (Rodriguez y
col., 2008). Como consecuencia, en estas plantas se pueden desarrollar anormalidades morfolégicas,
anatémicas y fisiolégicas que limitan la supervivencia de las plantas cuando son transferidas al

ambiente ex vitro (Sabja, 2014).

Con lo expuesto anteriormente, el interés de este trabajo es establecer un sistema de
micropropagacion masiva de S. lycopersicum y determinar si el contenido de pigmentos
fotosintéticos puede servir como un indicador bioquimico confiable de aclimatacién ex vitro de las

plantas micropropagadas
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2. ANTECEDENTES

2.1 Descripcion botanica de Solanum lycopersicum
2.1.1 Taxonomia

e Reino: Plantae

¢ Division: Magnoliophyta

e (Clase: Magnoliopsida

® Subclase: Asteridae

¢ Orden: Solanales

e Familia: Solanaceae

* Género: Solanum

* FEspecie: S. Lycopersicum

¢ Nombre cientifico: Solanum lycopersicum

e Nombre comun: tomate, jitomate.

2.1.2 Origen

Las especies del género Solanum tienen una distribucién natural restringida a las areas costeras
y secas del Pacifico de América del Sur, de Ecuador a Chile, incluyendo las Galapagos. Sin
embargo, no hay pruebas histdricas o arqueoldgicas que indiquen que el tomate se cultivara en esa
region antes de la llegada de los europeos. En cambio, existe evidencia historica de que se cultivaba
en México antes de la conquista, aunque era un producto de importancia secundaria, de donde
ademas, proviene el nombre de tomate. Tomate proviene de la lengua nahuatl (azteca). En esa
lengua la terminaciéon atl significa agua, mientras que tomal o tomohuac significa gordura.

Entonces, tomate quiere decir “agua gorda” (Leén, 2000).

2.1.3 Descripcion botanica de Solanum lycopersicum

Son plantas herbaceas anuales o perennes, autdgamas, de porte erecto y de hasta mas de 1.5m

de altura, vellosas e inermes; la ramificacion, muy abundante desde la base, sigue en la parte
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superior de los tallos (Ledn, 2000). El eje central de la planta y sus ramas son de crecimiento
monopoidal y llevan en el apice una yema vegetativa, de modo que crecen indeterminadamente

(Leon, 1968).

Sistema radical: Constituido por una raiz principal que puede alcanzar hasta 50-60 cm de
profundidad, provista de una gran cantidad de ramificaciones secundarias y reforzado por la

presencia de un gran numero de raices adventicias desde la base de los tallos (Salas, 2001).

El tallo: Es anguloso y pubescente. En las primeras fases de crecimiento es herbaceo y en estado
adulto, lefioso. Las yemas axilares producen ramas sucesivas, mientras que las terminales
desarrollan flores. El desarrollo del tallo es variable en funcién de los distintos cultivares, existiendo

dos tipos fundamentales de crecimiento:

e (Cultivares con tallo de desarrollo determinado o definido, en los que el crecimiento del tallo
principal, una vez que ha producido lateralmente varios “pisos” de inflorescencia, detiene su

crecimiento como consecuencia de la formacién de una inflorescencia.

¢ (Cultivares con tallos de desarrollo indeterminado o indefinido, que tienen la particularidad
de poseer siempre en su apice un meristemo de crecimiento que produce un alargamiento
continuado del tallo principal, originando florescencias solamente en posicion lateral,

normalmente cada tres hojas (INIA, 2005).

Hojas: Se dispones sobre los tallos alternadamente y son compuestas e imparipinnadas, con foliolos

de 7 a 9 peciolados, lobulados y con borde dentado.
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Flor: Consta de 5 o mas sépalos, 5 pétalos de color amarillo dispuestos de forma helicoidal y 5
estambres que se alternan con los pétalos. Los estambres estan soldados por las anteras y forman un
cono estaminal que envuelve al gineceo y evitan la polinizaciéon cruzada. El ovario es bi o

plurilocular. Las flores se agrupan en inflorescencias denominadas comtinmente como “racimos”.

Fruto: Baya globosa o piriforme , de color rojo cuando se encuentra maduro, y es bi o pluricarpelar.

Esta constituido por el pericarpio, el tejido placentario y las semillas (Salas, 2001).

2.2 Importancia economica del tomate

¢ Produccion y consumo a nivel mundial

El tomate es una de las hortalizas que mas se explotan a nivel mundial y que ademas posee un
gran valor econémico, aumentando continuamente su cultivo, produccion y comercio (CATIE,

1990) .

En Centroamérica, la superficie dedicada a la siembra es de 21.000 ha/afio. Su cultivo genera
una alta entrada de divisas, especialmente en Guatemala y Panama; emplea una gran cantidad de
mano de obra y promueve una considerable actividad econémica dedicada a su produccion,
mercado y agroindustria. Asimismo, tiene un considerable valor nutricional para la poblacion
centroamericana, siendo una fuente importante de vitaminas y minerales, con un consumo per
capita diario de 30 g por habitante. A pesar de que las explotaciones tomateras son intensivas y
tecnificadas, los rendimientos son bajos (12.75 ton/ha) en comparacién con el norte de América y

Europa (CATIE, 1990).
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Segun estadisticas de la Organizaciéon de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO), para el 2016, China es el primer productor mundial de tomate con 56.308.914
toneladas anuales, seguido por India con 18.399.000 toneladas anuales, y Estados Unidos es el
tercer productor mundial con 13.038.410 toneladas anuales. La produccion estadounidense de
tomate esta orientada a dos mercados diferenciados: el de consumo en fresco y el de consumo
procesado (puré o pasta, y salsa). California es el principal estado productor de tomate rojo; aporta
el 35 % de la produccion estadounidense de tomate fresco y el 95 % del tomate para procesamiento

(NASS, 2016).

Egipto y Turquia se ubican entre los paises que registran los mayores niveles de consumo per

cdpita a nivel mundial, con alrededor de 90 kilogramos por persona por afio (FIRA, 2016).

e Comercio internacional

En el 2014 hubo una importante exportacion de tomate en los que se destacan paises como
Meéxico y Holanda, con un 19.7 y 14.5 % del volumen mundial exportado respectivamente. Espafia
es el tercer exportador mundial, con el 12.3 % de las ventas mundiales. Otros importantes
exportadores, como Turquia (7.5 %), Jordania (6.6 %) y Marruecos (6.2 %), registraron un
dinamismo sobresaliente en el crecimiento de sus ventas al exterior, con aumentos a tasa anuales de
9.5, 8.1y 8.8 %, respectivamente. En 2014, el 52.7 % del volumen mundial importado se concentro
en cuatro paises: Estados Unidos (22.1 %), Federacion Rusa (12.1 %), Alemania (10.6 %) y Francia

(7.9) (FIRA, 2016).
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¢ Importancia en Venezuela

La produccién nacional de tomate estd destinada en su mayor parte al consumo fresco y una
minima proporcion es destinada al uso industrial y procesamiento de pasta de tomate. Es por ello

que éste es un rubro de mucho valor para la poblacion venezolana.

Segun cifras reportadas en el 2016 por el Instituto Nacional de Nutricion, el tomate en
Venezuela tiene un consumo per cdpita de 7, 1 kilogramos anuales (Agropatria, 2016), y la

produccion para ese mismo afio fue de 162.140 toneladas (FAO, 2016).

Sin embargo, en Venezuela, la produccion de tomate se ha visto deteriorada en los tltimos afios.
Fuentes como El Nacional en el 2017, report6 que hubo un gran deterioro de la produccion de
tomate y otras hortalizas debido a la falta de insumos (semillas, repuestos para maquinarias,

agroquimicos, y fertilizantes) o al alto costo de los mismos.

2.3 Cultivo tradicional de tomate

El tomate se propaga a partir de semillas. Para el cultivo de tomate es de gran importancia tener
en cuenta las condiciones del terreno como, la calidad del suelo, y la seleccion de las mejores
semillas con la finalidad de aumentar la produccion. La temperatura 6ptima para su desarrollo entre
23 y 25°C, como promedio. Requiere de un buen suministro de humedad; el exceso o déficit

produce desordenes fisiologicos y aumenta el riesgo de enfermedades.

Las semillas de tomate primero son sembradas en una bandeja de germinacion, en donde crecen

hasta un tamafio ideal para luego hacer el trasplante a suelo firme. Las bandejas contienen tierra
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preparada con sustrato bien abonado, en donde creceran las plantulas. Una vez que son sembradas,
las semillas germinan al cabo de una semana y aproximadamente en 25 dias o un mes, se tienen

pequefias plantas listas para sembrar en el campo (Escobar y Lee, 2009).

Las areas de mayor produccion de tomate en Venezuela, se localizan en los estados: Aragua,
Carabobo, Guarico, Lara, Monagas, Portuguesa y Zulia. Sin embargo, una de las principales tierras
para el cultivo de hortalizas se localizan en Quibor, Edo. Lara, en donde se viene produciendo

tomate en grandes extensiones de monocultivo (INIA, 2005).

* Tipos de tomate sembrados en Venezuela

Tomate perita: es ampliamente cultivado a campo abierto en Venezuela, su uso es principalmente
para hacer salsas tanto a nivel casero como industrialmente. Se cultiva en toda la cordillera
Andinocostera en la época de lluvias y en las vegas (llanura o valle de inundacion) de los grandes
rios llaneros como el Guarico y el Tiznados en la época seca. Se cosecha con la minima madurez
(de verde a pinton) por lo que se requiere recolectarlo varias veces a la semana durante un periodo
largo de aproximadamente dos meses, el valor varia por el tamafio, la dureza, la madurez, el brillo y

la forma.

Tomate manzano: Su crecimiento es indeterminado y es cultivado en las zonas tropicales

principalmente dentro de los invernaderos, su uso es para consumo fresco en ensaladas.

Tomate Cherry: Caracterizado por su reducido tamafio y diametro no mayor a 3 cm. Por lo general

crecen en climas calidos y tropicales. El tomate cherry tiene a su vez varios tipos o cultivares como

tomate naranja, morado o negro (Rodriguez, 2007)
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2.4 Cultivo in vitro

El cultivo de tejidos abarca un grupo de técnicas que consisten en el cultivo de diferentes partes
de la planta bajo condiciones asépticas. Los aspectos fundamentales en el cultivo de tejidos son: el
aislamiento de fragmentos de tejidos u organos de una planta, previamente desinfectados, para
posteriormente ser transferidos a un medio apropiado que permita expresar su capacidad

morfogénica (Lopez, 1990).

Dentro del cultivo de tejidos vegetales, existen diferentes técnicas de propagacion in vitro: 1)
La micropropagacién, que es una técnica que permite obtener en corto tiempo, en condiciones bien
establecidas, un gran nimero de individuos, en un espacio reducido y se puede iniciar a partir de
nudos, yemas y meristemas (Valderrama, 2011), 2) la organogénesis, proceso morfogénico, en el
cual, se pueden obtener tallos, raices o flores a partir de cualquier tejido somatico, y puede ocurrir
de manera directa (sin la formacion previa de callo) o de manera indirecta (con la formacion previa
de callo) y 3) La embriogénesis somatica, que es un proceso morfogénico en el cual se induce la
formacién de embriones a partir de la siembra de tejidos o células somaticas, y al igual que la
organogénesis puede ocurrir de manera directa e indirecta si hay la formacion previa de callo

(Radice, 2010).

Los callos son masas no organizadas de células diferenciadas y no diferenciadas que se forman
como consecuencia de una herida en la planta o inducida en el explante cultivado en un medio
provisto de factores de crecimiento (Zaid y col, 2004). Una de las caracteristicas importantes de
callo, desde un punto de vista funcional, es su irregular crecimiento, teniendo el potencial para

desarrollar raices normales, brotes y embriones que forman plantulas (Lallana y col, 2003).
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La relacion auxina/ citocinina (hormonas vegetales) regula la formacion de callo y la
morfogénesis en cultivos de tejidos y su efecto varia segtin la especie, genotipo, el tejido o las
condiciones de cultivo (Pérez y cornejo, 2014). Las citocininas son las hormonas estimuladoras de
la divisién y diferenciacion que intervienen en procesos de desarrollo de las plantas; mientras que la

auxina es la principal hormona en el control del desarrollo de la raiz (Valderrama, 2011).

Una micropropagacion eficiente de una especie debe tener tres pasos fundamentales: el
establecimiento aséptico del cultivo, su multiplicacién, el enraizamiento y la preparacion del

indculo para su trasplante al suelo (Murashige, 1974).

En la fase O (fase preparativa), se debe tener en cuenta el estado fitosanitario, genético y
fisiolégico de la planta madre ya que tiene una gran influencia sobre la calidad posterior de las
plantas hijas (Derebergh y Maene, citado por Jiménez, 1998). La fase I consiste en el
establecimiento in vitro de los cultivos asépticos y fisiologicamente vigorosos en los cuales se
espera la induccion del proceso morfo-génico (Jiménez, 1998). La fase II se caracteriza por la
produccion del mayor nimero posible de propagulos a partir de explantes ya establecidos in vitro.
La fase III tiene como objetivo producir una planta autétrofa que pueda sobrevivir a las condiciones
de trasplante siendo capaz de absorber nutrientes del suelo. La fase IV (aclimatacion) corresponde a
la transferencia de las plantas al medio ambiente (Kikorian, 1991). Ademas, existen factores que
determinan el éxito en los sistemas de micropropagacion como: la planta que dona el explante, el
explante, factores fisicos como la luz y la temperatura, los reguladores de crecimiento y el medio de

cultivo (Villalobos y Thorpe, 2001).

La micropropagacion tiene multiples usos y aunque normalmente esta relacionada con la

multiplicacion masiva de plantas, también es importante en el mejoramiento genético de las
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mismas. La aplicacion de la micropropagacion en el mejoramiento de plantas presenta grandes
ventajas. Puede ser usada con el fin de acelerar los programas de mejoramiento genético para
inducir variabilidad, o bien obtener hibridos imposibles de obtener por métodos convencionales.

Ademas es una via para la obtencion de plantas mas sanas y libres de patégenos (Torres, 1989).

Bahurupe y col. (2013), desarrollaron un protocolo de regeneracion de plantas in vitro de
variedad de tomate 'Dhanashree’. En sus resultados observaron que la iniciaciébn mas temprana de
callo fue dentro de 6.73 dias en los brotes y en 7,53 dias en los hipocétilo. Los brotes mostraron una
induccién del 100% del callo cuando los cultivaron en medio MS suplementado con 2,0 mgL™
benciladenina (BA) y 0,2 mgL™" de acido indolacético (AIA). La mayor frecuencia de regeneracién
(78,40 y 74,93 %) y numero maximo de brotes por explante (4,90 y 4,33) se obtuvo a partir de
hipocotilo y de brotes respectivamente. Los brotes desarrollados fueron sometidos a enraizamiento

en medio MS carente de reguladores de crecimiento.

Hussain y col. (2014), realizaron una evaluacion del nitrato de plata en la induccion de callos y
en la regeneracion de brotes en 3 genotipos de tomate (S. lycopersicum) a partir de hipocotilos y de
segmentos de hojas. La frecuencia maxima de induccién de callos fue observada en hipocotilos,
mientras que la frecuencia de regeneracion de brotes in vitro y el nimero de brotes por explante
fueron significativamente mayores cuando se usaron discos de hojas. Encontraron que la frecuencia
de induccion de callos incrementé con la administracion de 10-15 mgL ™" de AgNO3 en los medios
basales de MS junto con 2,0 mgL™" de TAA, 2,5 mgL™" de BA (91,33 %) en el genotipo Rio Grande,
seguido por Roma (88.33 %) y Moneymaker (82.66 %). Del mismo modo la mayor frecuencia de
regeneracion de brotes in vitro (96.66, 92.66 y 90 %) se registr6 en Rio Grande, Roma y
Moneymaker respectivamente en medios MS fortificados con 0,1 mgL™ de AIA, 1.0 mgL™" de

Zeatina y 2,0 mgL™" de BA junto con 8-10 mgL" de AgNO3.
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Khaliluev y col. (2014), estudiaron la influencia del genotipo, tipo de explante y componente
del medio de cultivo en la induccion de callos y regeneracion de brotes de tomate, usando como
explantes cotiledones e hipocotilos. Para la induccion de la respuesta morfogénica, cultivaron los
explantes en un medio MS sin reguladores de crecimiento (medio control) y también los cultivaron
con diferentes combinaciones y concentraciones de Zeatina y BA y AIA. La mayor frecuencia de
induccién de brotes (68,81 %) asi como de niumero promedio de explantes (3,19) se observo para la
mayoria de los genotipos estudiados durante el cultivo de cotiledones en el medio de cultivo que

contenia 2mgL " de Zeatina en combinacién con 0,1 mgL™" de ATA.

Gerszberg y col. (2016), establecieron un sistema de regeneracion para tres cultivares de
tomates polacos (‘Luban’, ‘Malinowy Warszawski’ y 'Rumba Ozarowska’) a partir de hipocotilos y
cotiledones. Los explantes se cultivaron en 10 medios de regeneracion diferentes (medio basal MS
o B5 (Medio de cultivo de Gamborg), y con diferentes combinaciones de BA y AIA). Encontraron
que la capacidad de regeneracion era sustancialmente dependiente de los cultivares, asi como en el
tipo de explante. Los mejores explantes para inducir la regeneraciéon de brotes fueron cotiledones,
seguido por hipocotilos. También observaron que la mejor formulacién del medio para la
regeneracion de brotes a partir de los explantes utilizados fue el medio MS suplementado con 2

mgL" de BAy 0,1 mgL" de AIA. Este procedimiento ocurrié via organogénesis indirecta.

Durrani y col. (2017), evaluaron el efecto del tipo de explante y de los reguladores de
crecimiento en la induccion de callo en diferentes cultivares de tomate. Para su investigacion usaron
los cultivares Rio Grande, Moneymaker y Galaweree a partir de cotiledones e hipocotilos. Rio
Grande fue el cultivar con mayor frecuencia de inducciéon de callo (93,3 %), en un medio

constituido con 1 mgL™" de BA y 0.1 mgL™" ANA, seguido de Moneymaker (46.67 %) en un medio
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de induccion de callo que contenia 0.5 mgL™' BA, 0.5 mgL™" ANA, 0.5 mgL."' AIAy 1 mgL" de K a
partir de hipocotilos. Igualmente estos investigadores encontraron que el medio que contenia 1
mgL" de BA y 0.1 mgL" ANA obtuvo una induccién méaxima de callos en hipocotilos con un 34.1
% y un 27.23 % en cotiledones. Los callos exitosamente proliferados se transfirieron a 7 tipos de
medios de induccién de brotes. El medio que contenia 1 mgL.™" de BA y 0.1mgL™" de ANA mostré el
nimero maximo de brotes a partir de callo. Los callos con formacion de brotes los transfirieron a
medios de multiplicacion que contenian 2 mgL™" AIA, 0,2 mgL" de BA, en donde todos los callos

mostraron multiplicacion de brotes.

Kumar y col. (2018), desarrollaron un protocolo eficiente para la regeneracién in vitro a través
de la embriogénesis somatica y la organogénesis en los genotipos de tomate Roma, Punjab Ratta y
Castle Rock, usando hipocotilos y hojas como explantes. Los explantes fueron cultivados en medio
MS con diferentes concentraciones de hormonas, obteniendo como resultado que la callogénesis
maxima en los explantes de hipocotilo (76 %) y de hoja (86 %) se obtuvo en medio MS
suplementado con 2,4-D (2 mgL™) y K (0,5 mgL™). Luego los callos se cultivaron en medio MS con
diferentes concentraciones de BA (2- 2,5 mgL™") y ANA (0,25-0,5 mgL™) para la regeneracion de
brotes. Sin embargo, los callos no respondieron ante los tratamientos probados. En la regeneracion
directa de plantas a través de la organogénesis, cultivaron brotes e hipocotilos en un medio MS
suplementado con Zeatina (1 mgL™) + AIA (0,1 mgL™") y BA (2 mgL™") + ANA (0,2 mgL™"). La
maxima regeneracion directa de plantas la obtuvieron tanto de los brotes (81,66 %) como de los
hipocotilos (73,33 %) del genotipo Punjab Ratta en medio MS suplementado con Zeatina (1 mgL™)
+ AIA (0,1 mgL™). También observaron que el enraizamiento se indujo a la mitad de MS y 0.1 mgL"

lde IBA.

Calderon (1982), estudio la regeneracion in vitro de plantas de tomate a partir de hipocotilos y
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segmentos de hojas jovenes de tomate, utilizando como medio de cultivo un medio MS
suplementado con diferentes combinaciones de AIA y BA. En sus resultados, el mayor niumero de
brotes/explante fue obtenido con el medio MS + 2 mgL™" de BA + 0.5 mgL™" AIA, ocurriendo via
organogénesis indirecta. El enraizamiento en este estudio fue inducido en un medio MS con y sin

0.1 mgL de AIA.

Contreras y Almeida (2003), realizaron varios ensayos para la propagacion clonal de tomate de
arbol. Cultivaron cotiledones e hipocotilos de plantas germinadas in vitro en medio MS
suplementado con BA (2,0-3,5-5,0 mgL™) + AIA (0,5-0,75-10 mgL™") y sélo Zeatina (1,0 — 2,0
mgL ™). Estos autores obtuvieron que, después de la tercera semana tanto en los cotiledones como
en los hipocotilos hubo desarrollo de pequefias protuberancias, las cuales se diferenciaron
directamente como yemas en los medios que contenian 2,0 mgL." de BA + 0,5 mgL™" de AIA 'y 2,0
mgL™"' de Zeatina. A partir de ambos explantes, se obtuvieron entre 70 y 415 yemas, las cuales
fueron cultivadas en medio MS libre de hormonas, en donde ocurrio el alargamiento del vastago y
enraizamiento. El trasplante de las plantas lo realizaron cuando éstas alcanzaron entre 2 y 4 cm de
altura, en recipientes con mezcla de sustrato semi-estéril (tierra negra y arena) en proporciones

iguales.
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2.5 Pigmentos fotosintéticos

2.5.1 Clorofilas

La clorofila es un pigmento de color verde que presenta estructuras policiclicas planas, formada
por 4 anillos pirrélicos unidos por medio de puentes de metilo (-CH=) lo que constituye una
porfirina. La posicién central estd ocupada por Mg, el anillo IV esta esterificado con un alcohol
(fitol) cadena de 20 atomos de carbono con un doble enlace (CH39OH) (Stryer, 2002). La clorofila
captura la energia de la luz en longitudes de onda que abarcan el espectro del visible (400 a 700
nm), tiene dos picos maximos de absorcion ubicados en el azul y el rojo, y absorbe muy poco en el
verde ( el cual es reflejado). Al incidir la luz en la molécula de clorofila esta se excita por la
absorcion de la energia cuantizada, y, luego, la energia es canalizada hacia reacciones de biosintesis

(Lozano, 1997).

En general los cloroplastos contienen tanto clorofila a como clorofila b pero la mayoria
contiene el doble de clorofila a que de b. Aunque las dos son verdes, sus espectros de absorcion son
suficientemente diferentes como para permitir que los dos pigmentos complementen sus gamas de
absorcion de la luz en la region PAR 18 (Radiacion Fotosintéticamente Activa) (Stryer, 2002,
Hernandez, 2002). Las clorofilas son extraidas generalmente de sus complejos lipoproteicos con

solventes polares como acetona, metanol o etanol (Caceres y col, 2015).
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2.5.2 Carotenoides

Los carotenoides son una clase de pigmentos terpenoides formados por ocho unidades de
isopreno (CsHs), es decir, moléculas de 40 atomos de carbono con un sistema de dobles enlaces
conjugados lo que otorga intensos colores. En su mayoria son solubles en solventes apolares. Sus
coloraciones oscilan entre el amarillo (B-caroteno) y el rojo (licopeno). Se encuentran unidos a
proteinas mediante enlaces no covalentes (Matos y col. 2002). Los carotenoides tienen dos
funciones: capturar la energia en su condicion de pigmento accesorio (absorbiendo energia luminica
en la region 400-500 nm) y disipar el exceso de energia y los estados excitados del oxigeno en las
membranas vegetales en condiciones de alta radiacion (Caceres y col, 2015). En plantas y algas los
carotenoides se encuentran en las membranas tilacoides de los cloroplastos. La regulacion de la
carotenogénesis esta estrechamente unida al metabolismo de la clorofila, a la reorganizacién de las

estructuras de membrana y a la estimulacion luminica (Stryer, 2002).

El contenido de pigmentos fotosintéticos por unidad de area de las hojas, constituye uno de los
indicadores de la capacidad fotosintética de las plantas, ya que representa una medida de las
dimensiones del sistema fotosintético y de su eficiencia (Huang y col., 2004; Garcia y col., 2005

citado por Sudrez y col, 2017).

2.5.3 Pigmentos fotosintéticos en plantas cultivadas in vitro

Las plantas cultivadas in vitro tienen, en general, limitada capacidad fotosintética a causa de las
bajas concentraciones de CO, y baja PPFD (Densidad de flujo fotonico fotosintético). Ademas, los
medios de cultivo generalmente contienen sacarosa como fuente de principal de energia. Estas

condiciones fisicas del ambiente in vitro tiene como consecuencia la disminucién en la
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fotoautotrofia, la cual es una condicion critica que puede influir negativamente en la sobrevivencia

de las plantas durante la aclimatacion a condiciones ex vitro. (Ariguita y col, 1999).

Melgarejo y col (2010), consideran que el estudio de las adaptaciones fisioldgicas de los
organismos al medio ambiente, permite comprender los mecanismos que explican algunas
respuestas ecoldgicas. Mediante estudios ecofisiologicos es posible determinar las condiciones para
el desarrollo de una especie, ecotipo o cultivo, incluso, de variedades dentro de un cultivo,

contribuyendo a mejorar su productividad.

Villalobo y col (2012), evaluaron los cambios morfo-fisioldgicos en plantulas de pifia (Ananas
comosus L. Merr. 'MD-2") durante la fase de aclimatacion. Las plantulas se aclimataron bajo 80% de
humedad relativa, 25,5 °C de temperatura y flujo foténico fotosintético de 400-500 pmol m™s ™
como promedio durante 45 dias bajo fotoperiodos naturales. Todas las medidas (longitud de la
planta, nimero de hojas y raices, peso fresco, ancho y largo de la hoja 'D', fotosintesis neta y tasa de
transpiracion total) se llevaron a cabo al final de la fase de enraizamiento in vitro coincidiendo con
0 dia de aclimatacion y en 15, 30 y 45 dias después de eso. La actividad fotosintética no aumento
durante los primeros 30 dias de la fase de aclimatacion. Después de 30 dias, la actividad
fotosintética varié de 5,72 a 9,36 pmol de CO, m™s™, mientras que la transpiracion total vari6 de 6,0
a 1,42 mmol de H,O m™s”. Durante los primeros 30 dias no hubo diferencias significativas en
nimero de hojas, largo o ancho de la hoja mas larga ('D') (cm) o longitud de la planta (cm). Sin
embargo, después de 45 dias, el peso fresco de la planta (g), la longitud y el ancho de la hoja 'D’
(cm) y el nimero de raiz aumentaron significativamente, mientras que la transpiracién (mmol H,O
m™s™) disminuy6. Hubo disminuciones pequefias pero significativas en la clorofila a y b (ug g™ mf).

El aumento de la actividad fotosintética después de 30 dias muestra que el aumento en la intensidad

de la luz y la reduccion de la humedad relativa durante la aclimatacion no constituyeron factores
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inhibidores.

Isaac y col (2010), evaluaron la actividad fotosintética de las plantulas de Coffea arabica var.
Catuai y Caturra rojo, obtenidas in vitro en fase de multiplicacion. Determinaron la tasa de
fotosintesis neta, transpiracion, conductancia estomatica y concentracion de pigmentos clorofilicos
para cada una de las variedades a las ocho semanas de cultivadas; las vitroplantas crecieron en
condiciones controladas en un medio MS suplementado con 0,5 pmolL.™" de AIA y 5 pmolL™" de 6-
BA. Los resultados mostraron que ambas variedades desarrolladas in vitro presentaron tasas de
fotosintesis neta similares a las plantas de cafeto adultas cultivadas en condiciones de campo, lo que
demostré la capacidad de fotosintesis de las plantulas, conservando un adecuado equilibrio para el

intercambio gaseoso en el proceso fotosintético durante la etapa de multiplicacion in vitro.

Pérez y col (2016), caracterizaron desde el punto de vista bioquimico e histolégico plantas de
de Agave fourcroydes L aclimatadas in vitro. Entre los indicadores bioquimicos, analizaron el
contenido de las clorofilas totales y los resultados fueron comparados con plantas de un mes en
medio de cultivo de enraizamiento. Encontrando que el contenido de clorofilas disminuyeron, en

relacion con las plantas in vitro enraizadas durante 30 dias.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Establecer un sistema de micropropagacion masiva de Solanum lycopersicum L. y determinar
si el contenido de pigmentos fotosintéticos puede servir como un indicador bioquimico confiable de

aclimatacion ex vitro de las plantas micropropagadas

3.2 Objetivo Especificos

» Establecer el proceso de germinacion in vitro a partir de semillas de Solanum lycopersicum
L., y asi obtener material vegetal en condiciones asépticas para el proceso de propagacion in

vitro.

* Establecer un protocolo de multiplicacion in vitro de Solanum lycopersicum L a partir de

microesquejes.

® Determinar a través de estudios histologicos la naturaleza del proceso morfogénico en la

etapa de multiplicacion y si este ocurri6 via directa o indirecta.

e Estudiar estrategias que permitan la aclimataciéon ex vitro de las plantas de Solanum

lycopersicum L obtenidas in vitro.

¢ Determinar el contenido de pigmentos fotosintéticos mediante espectrofotometria en plantas

bajo condiones tanto in vitro como ex vitro.
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e Determinar si el contenido de pigmentos fotosintéticos puede emplearse como indicador
bioquimico confiable de aclimatacion (o potencial para aclimatacién) a condiciones ex vitro

de las plantas de tomate micropropagadas.
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4. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevd a cabo en los laboratorios de Biotecnologia Vegetal y Ecofisiologia de

Xerofitas. Ambos pertenecientes al Instituto de Biologia Experimental (IBE), Facultad de Ciencias,

Universidad Central de Venezuela (UCV).

4.1 Germinacion de semillas de S. lycopersicum

4.1.1 Material Vegetal: Las semillas se obtuvieron a partir de un fruto maduro de un tomate

comercial, especificamente tomate manzano, comprados en los mercados de la ciudad de Caracas.

4.1.2 Desinfeccion de las semillas

Las semillas extraidas del fruto maduro de tomate se secaron por 24 horas en una estufa.

® Se colocaron en una solucién de povedine por 15 minutos, se enjuagaron con agua destilada.

e Seguidamente, las semillas se sumergieron en hipoclorito de sodio (NaClO) al 3,5 % con 0.5

mL de Tween 20 y se lavaron con agua destilada dos o tres veces.

e Por ultimo, las semillas fueron pasadas por etanol pro andlisis al 70% durante 5 minutos.

Las semillas, previamente desinfectadas, fueron cultivadas en un volumen aproximado de 15
mL de medio de germinacién (1 semilla por tubo). La composicién del medio de germinacion fue

segun lo descrito en el punto 4.4 y sin reguladores de crecimiento.
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4.2 Multiplicaciéon de S. lycopersicum a partir de microesquejes

4.2.1 Material vegetal.

Para llevar a cabo esta etapa, una vez obtenidas las plantas por germinacion in vitro con una
edad aproximada de 4 semanas, se procedio a aislar los microesquejes de 1,5 cm aproximadamente,
los cuales se sembraron en medios de cultivo cuya composicion de reguladores de crecimiento se

describe en la tabla #1.

Tabla #1. Composicion de los medios de cultivo

Medios de Reguladores de crecimiento

AIA (mgL') BA(mgL') K (mgL') ANA (mgL?)

MO 0 0 0 0
M1 1 2,5 0 0
M?2 1 0 2,5 0
M3 0 2 0 0,5

MO: Medio control. M1 reportado por Hussain y col. (2014), ajustando la concentracién de AIA. M2 reportado por

Gutierrez, J (1995). M3 reportado por Kumar y col., (2018).

4. 3 Elongacion y enraizamiento de S. lycopersicum

A fin de promover la elongaciéon y enraizamiento de las plantas obtenidas en el medio de
multiplicacion, estas fueron transferidas a un medio basal MS, descrito en el punto 4.4 sin
reguladores de crecimiento, realizandose 3 periodos de subcultivo cada dos meses. Se consider6 un

n=20 plantas para llevar a cabo esta etapa.
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4.4 Composicion basal de los medios y condiciones para el cultivo in vitro

Los medios utilizados en las distintas etapas de la investigacién fueron preparados segtn la
formulacién salina de Murashige y Skoog (1962) (MS), suplementados con 0,4 mgL™" de Tiamina,
100 mgL™" de Mio-inositol y 30 gL' de sacarosa comercial. El pH de los medios fue ajustado a 5,8
utilizando soluciones a 1 N de NaOH o HCl, colocando 8 gL' de agar como agente gelificante. Los
medios fueron esterilizados en una autoclave durante 20 minutos a una temperatura de 121°C y 15

libras de presion.

Los explantes se cultivaron en los diferentes medios a evaluar en esta investigacion bajo

condiciones de asepsia en una camara de flujo laminar.

Condiciones de cultivo

El material vegetal fue incubado en una cdmara de crecimiento, el cual posee una Iluz
fluorescente continua (50 pmol/m®.s), y una temperatura de 25 + 1 °C durante el lapso de tiempo

necesario para el desarrollo de las etapas de micropropagacion.
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Observaciones

Se realizaron evaluaciones tanto cualitativas como cuantitativas en los diferentes cultivos cada
2 semanas. Los pardmetros cualitativos que fueron evaluados son: coloracion de los explantes, y
tipo de callo formado (segin su aspecto morfolégico). Los pardmetros cuantitativos fueron:
porcentaje (%) de contaminacion del explante, tiempo de respuesta del explante, % de explantes con
formacién de callo, promedio (P) de brotes regenerados/explante, % de plantas aclimatadas, P de

longitud de raices y P de longitud de brotes.

Se realiz6 un total de 26 réplicas para el tratamiento MO, 32 réplicas para el tratamiento M1, 26
réplicas para el el tratamiento M2 y 24 réplicas para el tratamiento M3. Se colocaron 4 explantes

por frascos

Caracterizacion histolégica de la respuesta morfogénica

En la etapa de multiplicacion para comprobar si el proceso de regeneracion in vitro, y
determinar si el proceso ocurri6 de forma directa o indirecta, se realizaron cortes transversales y
longitudinales a mano alzada. Los cuales fueron tefiidos con Rojo de safranina o con Azul de

Toluidina. Los cortes obtenidos fueron observados bajo el microscopio a 40 X y 100 X.
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4.5 Aclimatacion

Para la fase de aclimatacion, las plantas de tomate obtenidas por micropropagacion, se
extrajeron de los frascos en el cual se desarrollaron y luego se lavaron con agua destilada a fin de
remover los residuos del agente gelificante presente en las raices de las plantas. Unas vez lavadas,
se colocaron en envases plasticos de refresco de 1,5 mL. Estos recipientes contenian tierra abonada
estéril y arena en proporcion 1:1. Las plantas fueron sometidas a tres tipos de estrategias de

aclimatacién durante 15 dias:

Estrategia #1: 5 plantas fueron colocadas en el mismo ambiente en donde se desarrollaron in vitro,
es decir, se incubaron en la camara de crecimiento, a una T=25 °C y con luz fluorescente continua

(DFF=50 pmol/m?.s™).

Estrategia #2: 7 plantas se colocaron en propagadores, que fueron cajones de madera con tapa de
plastico, con alta humedad (80-93 % de humedad relativa) y baja DFF (10 pmol/m?®s™.). Luego de 4
dias del trasplante, se les retir6 por poco tiempo la cubierta o la parte superior de los envases en el
cual se encontraban sembradas las plantas, quedando estas totalmente expuestas, y se les agregé un

pequefio volumen de agua cada 4 dias.

Estrategia #3: 5 plantas se mantuvieron bajo las mismas condiciones que en la estrategia #2, pero
en esta ocasion, se les realizé un sistema de drenaje a los envases, es decir, realizandole agujeros en

la parte inferior del envase, a fin de evitar el exceso de humedad en el interior de los mismos.
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4.6 Extraccion de pigmentos fotosintéticos

La extraccion de pigmentos fotosintéticos (PF) se realizo a partir de plantas obtenidas por
germinacion in vitro, plantas in vitro en fase de enraizamiento y plantas en fase de aclimatacion ex

vitro.

El protocolo que fue empleado para la extraccion PF fue el descrito por Caceres y col., (2015).

Los pasos son los siguientes:

e Se desprendi6 una hoja por planta y determind su masa fresca utilizando una balanza

analitica marca Mettler AE 260 Delta Range ®.

e Serealiz6 maceramiento foliar afiadiendo una pizca de Carbonato de Calcio utilizando en un

mortero. Este paso se realizé a 4 °C.

e Una vez macerada la hoja, se le afiadi6 10 mL de acetona fria al 80 %.

e Posteriormente, el homogeneizado fue filtrado empleando un cilindro graduado de 10 mL,

embudo y papel de filtro y se medid el volumen final del filtrado obtenido

e Una vez obtenido el filtrado, se empled el método espectrofotométrico para determinar la
concentraciobn de PF (pg PF/mL) midiendo la absorcion luminica y aplicando la Ley de
Lamber y Beer. Las ecuaciones que fueron utilizadas para determinar las concentraciones
de clorofila (CI) a y CI b son las descritas por Bruisma (1963) y carotenoides mediante la

ecuacion de Wellburn (1994).
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¢ La densidad optica (DO) del filtrado se medi6 a 663, 652, 645 y 470 nm empleando un

espectrofotometro de luz visible marca Genesys 20, Thermo Scientific.

La concentracion de la clorofila a, b total y carotenoides fueron determinados usando las

siguientes formulas:

Ec. 1) Cl a= 12,7 A663— 2,7 A545
Ec. 2) Clb= 22,9 A645 — 4,7 A663
Ec. 3) Cl (atb)™ 27,8 Aesz

Ec. 4) Car «.o= (1000470 — 1,82C] a — 85,02Cl b)/198

El contenido de los PF se expresaron en masa PF(pg) /masa fresca foliar (g). Se compararon
los valores de contenido de PF de las plantas mantenidas in vitro y aquellas transferidas a
condiciones ex vitro empleando la ANOVA de una via como herramienta de analisis estadistico

usando el programa Past 3.20. Se utilizé un n=6 por tratamiento.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

ETAPAS DE LA MICROPROPACION in vitro DE Solanum lycopersicum

5.1 Germinacion de las semillas de S. lycopersicum

En el presente trabajo, el método de desinfeccion utilizado en las semillas result6 ser el
adecuado para la etapa de germinacion, permitiendo obtener un 98,3 % de semillas asépticas, lo

que indica que el porcentaje de contaminacion fue apenas del 1,70 %.

En esta etapa, el tiempo de la germinacién de las semillas, es decir, el momento en el que
emerge la radicula (Fig 2b) fue de 4 a 7 dias, en el cual, se observé un porcentaje de germinacién
del 70,55 %, lo que nos permite deducir que las semillas sembradas tuvieron un alto porcentaje de
viabilidad. Ademas, se observé 1 plantula por semilla. Estas plantas se desarrollaron
progresivamente, obteniéndose un promedio de longitud de las plantas germinadas de 3 cm a los 7
dias después de la germinacion (Fig 2c), de 6 cm a los 15 dias (Fig 2d) y de 10,21 cm al cabo de un
mes (Fig 2e). En la tabla #2 se observan los parametros cuantitativos evaluados durante la etapa de

germinacion.

Tabla #2. Parametros cuantitativos evaluados durante la etapa de germinacion de las semillas

de Solanum lycopersicum.

% Contaminacion Tiempo de % Germinacion Promedio de longitud

germinacion de plantas (cm),
(dias) t= 4 semanas

1,70 4-7 70,55 10,21 42,52
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Bahupe y col en el 2013, durante la desinfeccion de semillas de S. lycopersicum obtuvieron
resultados similares con respecto al método de desinfeccion de las semillas y el porcentaje de
germinacion de las mismas. En su estudio, ellos utilizaron dos tipos de desinfectantes, a distintas
concentraciones, con tiempos de desinfeccion diferentes; encontrando que el mejor desinfectante
fue el hipoclorito de Sodio (NaClO) al 4 %, y que el mejor tiempo para la desinfeccion de las
semillas fue de 8 minutos, lo que les permitié obtener un 0 % de contaminacién de las semillas

sembradas. Observaron un porcentaje de germinacion del 82 %.

Martines y col, en el 2010 estudiaron la respuesta fisiologica de semillas de S. lycopersicum, y
sus resultados son bastante similares con los obtenidos en este trabajo durante la etapa de
germinacion. En sus ensayos obtuvieron un porcentaje de germinacion del 74 %, observando

ademas, un alto porcentaje de viabilidad (89,5 %).

Figura #1. Etapa de germinacién de Solanum lycopersicum. Fig la: Semillas de S. lycopersicum colocadas en el
medio de germinacion (MO). Fig 1b: Inicio del proceso de germinacion, puede apreciarse de la radicula emergiendo (4-7
dias). Fig 1c: Planta de tomate después de los 7 dias de la germinacién (3cm de altura). Fig 1d: Planta de tomate
después de los 15 dias de la germinacion (6cm de altura). Fig le: Planta de tomate después de 1 mes de la germinacion
(10,21cm de altura), se puede observar un buen desarrollo de las raices.
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5.2 Multiplicacion a partir de microesquejes de S. lycopersicum

Una vez sembrados estos microesquejes (explantes) en los medios de cultivo descritos en la

tabla #1 se obtuvieron los siguientes resultados:

En el medio MO, transcurridos 15 dias, se observo un 30,77 % de explantes respondiendo hacia
el desarrollo de brotes, alcanzando longitudes promedio de 7,5 cm. No hubo inducciéon de brotes de
novo y se observo la presencia de numerosas raices (>10). Al cabo de cuatro semanas las plantas
desarrolladas en este medio de cultivo, alcanzaron un promedio de 15 cm de altura. Se aprecié

oxidacién en un 69,23 % de los explantes.

En el medio M1, se observaron cambios morfol6ogicos en los explantes a partir de los quince
(15) dias, observandose la formacion de brotes en 50 % de los explantes sembrados. También se
observd la formacion de un callo de color marrén claro y de apariencia compacta en la base del 100
% de los explantes. En un lapso de seis semanas de cultivo, se obtuvo un 80,77 % de induccién
brotes y raices a partir de los callos formados en la base de los explantes, con un promedio de 3,46

brotes/explante, alcanzando una altura promedio de 1,25 cm.

En el medio M2, al igual que en el medio M1, a los quince (15) dias se empez0 a observar la
formacién de brotes y callo en los explantes cultivados. En este medio, al cabo de seis semanas, se
observé la formacion de callo en el 100 % de los explantes cultivados, a partir de los cuales en un

56,25 % hubo induccion de brotes de novo y raices, obteniendo un promedio de 1,25
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brotes/explante. En este caso, como es de notar, la induccién de brotes/explante en promedio fue
menor en comparacion al medio M1, sin embargo, hubo un mayor crecimiento longitudinal de los

brotes, alcanzando una altura de 3,8 cm en promedio.

En el medio M3, a los 15 dias no se observo el desarrollo de la yema preexistente ni de brotes
de novo, por el contrario, hubo inducciéon de callo en el 100 % de los microesquejes cultivados.
También, se apreci6 la neo-formacién de raices a partir de dichos callos. Transcurridas 4 semanas
no se observaron grandes diferencias morfoanatémicas. Si bien, hubo un aumento en el tamafio de
los callos y en el nimero de raices, no hubo brotacién de la yema preexistente ni alargamiento de
los microesquejes, ni desarrollo de brotes de novo. Sin embargo, las raices formadas en este medio
de cultivo en su mayoria fueron bastante engrosadas, en contraste de las raices mas delgadas que se
formaron los los otros medios de cultivo en las diferentes etapas de la propagacién in vitro . Luego
de seis semanas, se observo el desarrollo de la yema preexistente en el 20,83 % de los

microesquejes cultivados, alcanzando un promedio en la longitud de las plantas de 5,5 cm.
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Tabla #3. Efecto de los reguladores de crecimiento en el proceso de multiplicacion de S.

lycopersicum a partir de microesquejes.

Explantes Explantes que
que formaron formaron callo +

X de longitud de X de brotes / Explantes con
plantas (cm) explante oxidacion (%)

Medio de

cultivo callo (%) brotes de novo (%)

MO 0 0 15 + 5,68 0° 69,23
M1 100 80,77 1,25+ 1,3 3,46+3,12° 0
M2 100 56,25 3,8 +£1.93 1,25+1,48° 0
M3 100 0 55+1,8 0c 0

Valores con distintas letras en la misma columna indica diferencias significativas segiin ANOVA de

clasificacion simple para p<0,05

Es interesante notar que los problemas de oxidacion se apreciaron solo en los explantes
cultivados en medio MO y no asi en los explantes cultivados en medios M1, M2 y M3, los cuales se

diferenciaban con el MO, que este medio estaba usentado de reguladores de crecimiento.

En general, la oxidacion en los explantes cultivados in vitro, puede estar influenciada por el
genotipo, el tamafo, tipo y edad del explante, los cortes realizados en el explante, composicion del
medio de cultivo, el tiempo y el tipo de agente usado en la desinfecciéon (Abdelwahd y col., 2008,
Azofeifa, 2009). También el sellado del recipiente, ya que esto puede generar que el intercambio
gaseoso externo no sea el optimo y ocurra la acumulaciéon de CO, y etileno (Olmos y col., 2010.,

Radice, 2010).
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En esta etapa, comparando los resultados obtenidos en el medio MO (sin sustancias de
crecimiento) con los obtenidos en los medios M1 y M2, en estos ultimos se favoreci6 al mismo
tiempo, la multiplicacion in vitro de de S. lycopersicum. Ya que fue posible el desarrollo de la yema

preexistente, y la produccion de brotes de novo aparentemente por via indirecta a partir de callo.

Estos resultados sugieren ademas, que para que ocurra un formacién de callo y una induccion
de brotes y raices a partir de callo, es necesario suplementar de manera exdgena una proporcion
adecuada de auxinas/citocininas, ya que, estas regulan la morfogénesis en el cultivo in vitro de
tejidos vegetales (Taiz y col, 2006), igualmente, el medio MS provee los seis nutrientes principales
(N, K, P, Ca, Mg, S) y constituye uno de los factores claves en la morfogénesis in vitro (Ramage y

Williams, 2002).

Evaluando el efecto de los reguladores de crecimiento, se encontr6 que existen diferencias
significativas en la respuesta de los brotes para los distintos medios, resultando que la mejor
combinacién fue la de BA/AIA (p=9,6E™°, p<0,05) para la multiplicaciéon de plantas de S.
lycpersicum via organogénesis indirecta. Otros investigadores en sus estudios también observaron
en que la mejor combiacion hormonal para la multiplicacién in vitro de S. lycopersicum fue la de
BA/AIA. Un ejemplo de ellos, es el trabajo realizado por Bahurepe y col (2013), aunque las
concentraciones utilizadas durante su ensayo eran diferentes, estos investigadores encontraron que
la mejor combinacién hormonal para la formaciéon de brotes y raices era la conformada por
BA/AIA, sin embargo, a diferencia del presente trabajo, ellos obtuvieron en su estudio 4,90 y 4,33
brotes/explante a partir de hipocotilo y de microesquejes respectivamente. En su estudio, también
encontraron que en el 100% de los explantes sembrados hubo formacién de callo cuando estos
estaban suplementados con hormonas. Otro estudio que apoya estos resultados es el de Hussain y
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col. en el 2014, encontrando que la mayor frecuencia de induccion de callos (91,33 %) y la mayor
frecuencia de induccion de brotes ( 96.66 %) se obtuvo en el medio MS suplementado con 2,0 mgL"

"de TAA, 2,5 mgL™" de BA.

Plana y colaboradores en el 2002, cultivaron segmentos apicales de hipocotilos y cotiledones de
S. lycopersicum, y como medio de cultivo combinaron diferentes concentraciones de Biobras 6
(brasinoesteroides, sustancias que estimulan el crecimiento vegetal) con diferentes dosis de BA,
alegando que el uso de esta combinaciéon favoreci6 la formacion de callo (0.7 y 70 %) y la
frecuencia de induccién de brotes (1.57 y 1.68) a partir de hipocotilos y cotiledones
respectivamente. En sus resultados encontraron que a medida que aumentaban las concentraciones
de BA en el medio de cultivo obtuvieron un mayor porcentaje de explantes con formacién de callo
(14 y 100 %) y una menor frecuencia y eficiencia de induccién de brotes (1.09 y 0) a partir de
hipocotilos y cotiledones respectivamente. Por lo tanto, con respecto al nimero de brotes/explantes,
el presente trabajo se vio favorecido con el uso de las concentraciones y combinaciones de BA/AIA,

ya que, se obtuvo 3,46 brotes/explante.

Por otra parte, Kurtz y Lineberger (1983), cultivaron secciones de hoja de varios cultivares de
S. lycopersicum. Estos autores encontraron diferencias en la respuesta dependiendo del genotipo,
puesto que de todos los genotipos probados, el cultivar Starfire resulté con el mas alto promedio de
brotes producidos, con dosis de 1 mgL™" de AIA y 1 mgL "de BA con lo cual obtuvieron 14.5
brotes; mientras que con la misma dosis de auxina pero variando la concentraciéon de BA a 2.5 mgL-
'fueron 19.3 los brotes producidos; y con la dosis mas alta de BA (10 mgL™), la cantidad de brotes
producidos se redujo drasticamente hasta 1.3. Estos resultados nos indican que, al igual que en

nuestro estudio, el mayor nimero de brotes/explante se obtuvo utilizando la misma combinacion de
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reguladores de crecimiento (BA/AIA), empleando las mismas concentraciones, sin embargo, estos

autores obtienen un mayor numero de brotes/explante.

Segtn Olmos y col (2010), la etapa de multiplicacion generalmente comprende dos periodos, la
fase de induccién y la fase de multiplicacién propiamente dicha. En la primera fase se requiere el
empleo de elevadas concentraciones de reguladores de crecimiento (generalmente citocininas) para
favorecer la desdiferenciacion. La segunda etapa requiere de un balance hormonal adecuado para
favorecer procesos de diferenciacion y multiplicacion celular. Lo que quiere decir, que en este tipo
de procesos es mas dependiente de reguladores del tipo citocininas. Sin embargo, siempre debe
tomarse en cuenta la presencia de cierta concentracion endégena adecuada de auxinas, para lograr el

balance estimulador.

En los cultivos in vitro, la inducciéon de o6rganos por efecto de las citocininas (BA), esta
encaminada a la formacién de yemas, las cuales son obtenidas con base en una proporcién de
citocinina alta con respecto a la auxina. De otro lado, el AIA es una auxina que interviene en el
alargamiento y la division celular, estimulando la formacion de raices. En ausencia de citocininas, la
auxina provoca el alargamiento celular en los tejidos cultivados. Pero, en presencia de la BA, el
efecto que se obtiene por la presencia de la auxina, es una division celular mediada por la citocinina
(Espinosa y col, 2005). En este experimento, la combinacién de estos reguladores de crecimiento
estimularon tanto la divisién como la elongacion celular, obteniéndose la formacién de yemas y la

diferenciacién de brotes, a partir de microesquejes.

Es importante considerar que una respuesta organogénica también depende de factores como: la

seleccion del explante adecuado, la eleccion apropiada del medio y el control de las condiciones
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fisicas (Thorpe, 1980). Tran Thanh Van (1980), sugiere que los factores externos representados
principalmente por la adicion de las auxinas, citoquininas, asi como los carbohidratos y la luz son
factores importantes que parecen influenciar en la organogénesis. Del mismo modo, este
investigador expone que existen factores inherentes que pueden influenciar en la respuesta
organogénica, enfatizando que, la determinacion genética, el estado fisiologico de la planta madre y
los tratamientos fisicos aplicados al explante deben tomarse en consideracion durante los estudios
de la regulacion de la organogénesis. Lo que explica una vez mas, que la induccion de callo y
formacién de brotes es debido principalmente a la presencia de cierto nivel endégeno de hormonas
en el material vegetal utilizado, lo que permiti6 una desdiferenciacion y proliferacién celular

(Villalobos y Arias, 1987) .

Figura #2. Inicio de la etapa de multiplicacién a partir de microesquejes de S. lycopersicum. Fig 2a: Plantas de S.
Iycopersicum (tomate) obtenidas durante la etapa de germinacién. Fig 2b: Microesquejes aislados de plantas obtenidas
in vitro para ser sembrados en los medios de cultivo MO, M1, M2, M3

Figura #3. Microesquejes cultivados en el medio M0 durante la etapa de multiplicacién de S. lycopersicum. Fig 3
a: Microesquejes sembrados en medio MS sin hormonas. Fig 3b: Desarrollo de la yema preexistente en los explantes a
los 15 dias. Fig 3c: Planta de tomate desarrollada a partir de microesquejes luego de un mes. Fig 3d: Explantes
presentando oxidacién u oscurecimiento a los 15 dias de cultivo.
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Figura #4. Microesquejes cultivados en el medio M1 durante la etapa de multiplicacion de S. lycopersicum. Fig
4a: Microesquejes cultivados en el medio M1 (1mgL™* AIA + 2,5 mgL ™' de BA). Fig 4b: Se observan brotes de 1,25 cm
en promedio desarrollados en 15 dias, se puede apreciar raices y la formacion de un callo en la base de los tallos. Fig 4c:
En esta figura se muestran brotes después de un mes de cultivo, apreciandose también, un mayor niimero de raices y
callos de mayor tamafo.. Fig 4d: En esta figura puede observarse un grupo de brotes, formados aparentemente a partir
de callo (organogénesis).

Figura #5. Microesquejes cultivados en el medio M2 durante la etapa de multiplicacion de S. lycopersicum. Fig
5a: Microesquejes cultivados en el medio M2 (ImgL™ AIA + 2,5 mgL ™' de K). Fig 5b: Se muestran brotes a los 15 dias
de cultivo, se puede apreciar la formacion de callo en la base. Fig 5c: Al mes de cultivo se observan callos de mayor
tamaiio en la base de los brotes. También se observa la formacién a partir del callo de pequefios brotes y raices.. Fig 5d:
Se puede apreciar un detalle de las raices y brotes formados a partir de callo. Fig 5e: Se muestran callos aparentemente
no morfogénicos.
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Figura #6. Microesquejes cultivados en el medio M3 (0,5 mgL"' de ANA + 2,0 mgL' de BA) durante la etapa de
multiplicacién de S. lycopersicum. Fig 6 a: Se observa presencia de callo en la base de los microesquejes sembrados y
la formacién de pequefias raices con pelos radicales (Fig 6b) a los 15 dias de cultivo. En las figuras 6c, 6d, 6e se
observa un aumento en el tamafio de los callos y un aumento en el nimero y en la longitud de las raices producidas al
mes de cultivo. Particularmente en la figura 6e: se observa la formacién de raices cortas y muy engrosadas. Fig 6f:
Desarrollo de la yema preexistente al mes y medio de cultivo. Figura 6g: Raices engrosadas desarrolladas al mes y

medio de cultivo.
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Caracterizacion histologica de la respuesta morfogénica

Los estudios anatomicos confirmaron la naturaleza organogénica de los callos formados en el
medio M1 y M2. En los callos formados en el medio M1, se puede observar a través de cortes
transversales, células tipicas de callos organogénicos, la formacién de meristemoides o agrupacién
de células en division y el desarrollo de los brotes a partir de los meristemoides (Fig 7a). En un
corte longitudinal de callo, se observa la conexién vascular entre un tallo preexistente y la raiz a
partir de las células del callo (Fig 7b). En los callos formados en el medio M2, a partir de cortes
transversales, no se observa la formacién de yemas, sin embargo, se observaron meristemoides, 1o
que indica la futura formacion de primordios vegetativos (Torrey, 1966). No obstante, en cortes de
otros callos formados en el mismo medio (M2), no se observaron meristemoides ni yemas, lo que
nos indica que también se formaron callos no morfogénicos, observandose la presencia células

parenquimatosas de callo y de vasos xilematicos a partir de cortes longitudinal.

Khaliluev y col (2014), estudiaron la influencia del genotipo, tipo de explante y componente del
medio de cultivo en la induccién de callos y regeneracion de brotes de tomate, usando como
explantes cotiledones e hipocotilos. En sus estudios anatomicos obtuvieron resultados similares a
esta investigacion, ya que en los callos formados en medio MS suplementado con AIA/Zeatina,
observaron la formacion de meristemoides, sugiriendo que estaban en presencia de un callo

organogeénico.
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Figura #7. Caracterizacion histologica de callos formados en medios de multiplicacién. Fig 7 a: Corte transversal
de callo organogénico mostrando la formacién de brotes (B), yema (Y) y meristemoides (M). Ademas, se observan las
células del callo ( C) (100X). Fig 7b: Corte longitudinal de callo organogénico en donde se observan las raices ( R), los
pelos radicales (PR), el tallo (T), desde el callo ( C), observandose también, la conexién vascular entre el tallo y la raiz
(100X).
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5.3 Elongacion y enraizamiento de S. lycopersicum

La formacion de raices in vitro se apreci6 en los medios usados para el establecimiento y
multiplicacion a partir de microesquejes , por lo cual no fue necesario la implementacién de medios
especiales para el enraizamiento in vitro de las plantas. Por lo tanto, a fin de promover la
elongacién y cierto endurecimiento de las plantas para ser transferidas a la etapa de aclimatacién,
los brotes obtenidos durante la etapa de multiplicacion, fueron aislados y posteriormente colocados

en un medio MS sin reguladores de crecimiento.

En esta etapa, durante el primer periodo de siembra, se observd que a partir de los brotes
sembrados se indujo nuevamente la formacién de callo, no obstante, los callos formados eran de
menor tamafio en relacion a los obtenidos en la etapa de multiplicacion, observandose en el 100 %
de los explantes cultivados la presencia de callo. Asi mismo, a partir de estos callos se observo la
induccion de brotes (2,92 en promedio) y la elongacion de los mismos, alcanzando un promedio de
3,67 cm luego de un mes de observacion. También y de gran importancia en esta etapa, se observo

la presencia de numerosas (> 10) y alargadas raices (10,63 cm en promedio).

En un segundo periodo de siembra provenientes de las plantas del primer subcultivo, se seguia
observando la formacion de callo en la base de los microesquejes cultivados, aunque la frecuencia
de formacion de callo fue menor (76,92 %). También, se observd un aumento en el promedio de
longitud de brotes (9,25 cm) al cabo de un mes. En esta etapa, ya no se observé la proliferacién de

brotes, sino se observo el desarrollo de los ya cultivados.
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En un tercer periodo de siembra del mismo lote de plantas, ya no se observaron callos en la
base de los microesquejes cultivados, ni formacion de mas brotes,. En este ciclo de siembra, sélo se
observd el desarrollo progresivo de las plantas a medida que transcurria el tiempo, alcanzando un
promedio de 13 cm después de un mes. Lo que nos permite deducir, que con el numero de
subcultivos, en un medio sin hormonas disminuye la formacion de callo. En la tabla #4 se muestran

los parametros cuantitativos evaluados durante la etapa de enraizamiento.

Ahora bien, refiriéndonos al aspecto cualitativo evaluado durante esta etapa y las anteriores,
pudimos observar durante todo el trabajo, que las plantas eran de color verde, el tallo se observo de
porte erecto y en los entrenudos se pudo observar la presencia de yemas axilares o también
llamados chupones. Las hojas son compuestas, pecioladas y con borde dentado y se encontraban
dispuestas en el tallo alternadamente. Se observd la presencia de una raiz principal, raices

secundarias y en algunas raices se observo la presencia de pelos radicales.

Durante esta etapa de elongacion y enraizamiento se presentd un 30 % de hiperhidricidad en

tallos y engrosamiento de las hojas en los explantes cultivados.
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Tabla #4. Parametros cuantitativos evaluados durante la etapa de elongacion y enraizamiento

de S. lycopersicum.

Explantes que

Periodo de 20 formaron callo X longitud de X de brotesde . X de . Xde long de
. que formaron . . microesqueje .
subcultivo + induccion de plantas (cm) novo/ explante raices
callo (%) des/planta
brotes (%)

1% subcultivo 100 76,47 3,67 +2,18 2,92 +1,2 0 10,63 + 4,19
2% subcultivo 76,92 76,92 9,25 + 5,33 0 4,5+ 1,76 11 £ 2,04
3% subcultivo 0 0 13+ 1,15 0 39+1,57 @ 10,75+ 5,56

La formacién de callo y a partir del mismo la formacién de brotes y raices en un medio sin
reguladores de crecimiento en el primer subcultivo podria explicar dos cosas, una de ellas es que los
explantes estaban inducidos a partir de los medios de multiplicacién y otra es que de manera
endogena los explantes tenian un alto nivel hormonal. También se observd que al igual que otros
autores, se obtuvo un 100 % de plantas elongadas y enraizadas en el medio de cultivo MS completo,
con 3 % de sacarosa y sin sustancias de crecimiento (Ambriz, 1995; Bahurepe y col, 2013; Hussain

y col. en el 2014)

Ambriz (1995), para la etapa de enraizamiento de plantas de S. Iycopersicum; probé un medio
MS completo y un medio MS al 50 %, obteniendo el mayor porcentaje de plantas enraizadas (78,9

%) cuando utilizé un medio MS al 100 % sin hormonas.

Cruz y col. (2003), cultivaron los brotes de plantas de S. lycopersicum obtenidos, en cuatro

medios de elongacion/enraizamiento, que variaron en la concentracion de las sales MS (0.5X o 1X)
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y sacarosa (1.5 0 3 %). Los medios de elongacion/enraizamiento MS 0.5X, 1,5% de sacarosa y MS

1X, 3 % de sacarosa, presentaron el mayor porcentaje de plantulas aptas para el suelo (80 %).

En esta investigacion se obtuvo un 30 % de plantas con hiperhidricidad, lo cual es un proceso
morfogénico anormal con cambios morfolégicos, anatomicos y fisiolégicos que generan tallos u
hojas engrosadas con aspecto vidrioso. Este fendmeno esta regulado por dos factores claves que son
la humedad relativa y el potencial hidrico, y afecta a dos procesos fisiolégicos fundamentales: la
fotosintesis y la transpiracién (Olmos y col., 2010). Entre los factores que causan hiperhidricidad
estan: la desinfeccién y corte del explante, que ademds puede variar con la especie, cultivar y
genotipo, la consistencia del medio del cultivo, tipo y concentraciéon del agente gelificante, sales
minerales, etc (Vélez-Mora, 2015). Debido a la deficiencia metabélica, las plantas se vuelven
heterétrofas y transpiran excesivamente debido a un mal funcionamiento estomatico y a cambios

estructurales en las paredes celulares (Olmos y col., 2010).

54



Figura #9. Etapa de elongacién y enraizamiento de S. lycopersicum. Fig 9 a: Planta de tomate con presencia de
brotes y callo en la base, durante el primer subcultivo. Fig 9b: Planta de tomate con presencia de callo de menor tamafio
en la base, durante el segundo subcultivo. Fig 9c: Planta de tomate sin presencia de callo en la base, durante el tercer
subcultivo. Fig 9d: Se observa la formacién de numerosas y alargadas raices durante los subcultivos realizados. Fig 9e:
Hoja de tomate (presentando de 5 a 9 foliolos al mes y medio de cultivo). Fig 9f y 9g: Hiperhidricidad (H) presente en
tallo y hojas (30 %)
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5.4 Aclimatacion

Una vez mantenidas por dos meses en la etapa de elongacién y enraizamiento, 17 plantas de
aproximadamente 12 cm promedio de altura, fueron trasladadas a la etapa de aclimatacion. Al
inicio de esta tltima etapa de la micropropagacion, las plantas poseian, al menos morfolégicamente,
las caracteristicas adecuadas para ser trasplantadas a tierra, es decir, poseian un tallo de porte erecto,
hojas verdes, numerosas raices aparentemente funcionales, tenian en promedio de 12 cm de
longitud, siendo estas caracteristicas o variables indicadoras de un alto nivel de vigor de las plantas,
lo que supone un indicativo en la supervivencia de las plantas en el ambiente ex vitro (Montes y

Col, 2016).

Para aclimatar las plantas al ambiente ex vitro, se realizaron varias estrategias:

Estrategia #1: Se logré obtener un 100 % de supervivencia de las plantas a los 7 dias y un 0 % de

supervivencia de las plantas a los 15 dias.

Estrategia #2: Con esta metodologia se obtuvo un 85,71 % de supervivencia de las plantas a los 7
dias, sin embargo, se comenz6 a notar el marchitamiento y decoloracién de algunas hojas, y
necrosis en raices adventicias. Posteriormente las tapas de los envases fueron removidas, lo que
resulté en un 57,15 % de mortalidad de las plantas a los 15 dias. En el 42,85 % de las plantas
restantes, los tallos alin se observaban erectos, resaltando que estos tallos eran los que al menos
visualmente, tenian mayor didmetro en comparacion al resto, sin embargo, hubo pérdida de

coloracién en los mismos, y las hojas estaban completamente marchitas.
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Estrategia #3: Por ultimo, con esta metodologia, se obtuvo un porcentaje de supervivencia del 50
% alos 7 dias. A los 15 dias el mismo 50 % que mostrd supervivencia, presentaban el tallo erecto

pero mostrando pérdidas en la coloracion, y las hojas estaban completamente marchitas.

Porcentaje supervivencia de S. lycopersicum segun la estrategia de aclimatacion
120

100

80
Hm dia7
60 m dial5
40
20
0

Estratgia #1 Estrategia #2 Estrategia #3

% de supervivencia

Grafica #1. Porcentaje de supervivencia de S. lycopersicum segin la estrategia de aclimatacion
estudiada. En la siguiente grafica se puede observar como a los 7 dias luego del trasplante hubo un
alto porcentaje de supervivencia de las plantas de S. lycopersicum en todas las estrategias
estudiadas. A los 15 dias después del trasplante el porcentaje de supervivencia fue nulo empleando
la estrategia #1; utilizando la estrategia #2, el porcentaje de supervivencia disminuyé un poco mas
de la mitad; y empleando la estrategia #3, el porcentaje de supervivencia fue el mismo que a los 7

dias después del trasplante.

En esta investigacion con las diferentes estrategias empleadas en la etapa de aclimatacion, se

apreci6 un porcentaje muy bajo o nulo de supervivencia de las plantas de S licopersicum L. Asi tipo
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de inconvenientes han sido asociados a muchas causas. En las plantas in vitro se producen
anomalias fisiolégicas, estructurales y anatémicas, tales como la ausencia de cuticula cerosa,
estomas no funcionales, la ineficiencia de la fotosintesis y el mal funcionamiento del transporte
hidrico; estas anomalias son acentuadas como resultado de las tasas de evapotranspiracion elevadas,
ya que pasan de una condicion semi o heterdtrofa a autotrofa (Capellades, 1990), lo que limita la

supervivencia de las plantas cuando son transferidas a un ambiente ex vitro.

Asi mismo, el medio de cultivo contiene sacarosa como fuente principal de energia, el tiempo
de los subcultivos, las bajas concentraciones CO,, baja DFFF y la intensidad de luz, etc. El tipo de
sustrato, areas y espacios para la aclimatacién. Las raices que crecen en agar son defectuosas,
carecen de pelos radicales y suelen necrosarse al trasplantar las plantulas, lo que provoca una parada

en el crecimiento de la planta (Montes y Col, 2016).

Se ha reportado que las plantas cultivadas in vitro tienen una mala conductividad hidrica en las
raices, y que no hay conexiones adecuadas entre la raiz y el tallo. El mal transporte del agua, junto a
una mala retencién del agua en las hojas, puede llevar a que estas se sequen rapidamente (Montes y

Col, 2016).

La persistencia de las hojas esta también relacionada con la capacidad fotosintética y esta puede
variar con las especies de plantas en cultivo y puede determinar la contribucién ex vitro de hojas
persistentes. Las plantas cultivadas pueden separarse en especies fotosintéticas no competentes y
competentes. Algunos ejemplos de plantas que entran en el grupo no competente, estan las hojas
cultivadas de coliflor y fresa desarrolladas en cultivo in vitro, que pueden deteriorarse rapidamente

después del trasplante (Grout y Aston, 1978; Grout y Millam, 1985). En base a esta informacion,
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podemos inferir que las plantas de tomate obtenidas en esta investigacion pudieran tener hojas
caracteristicas de especies fotosintéticas no competentes, ya que, se deterioraron luego de 15 dias

del trasplante.

Estos resultados difieren con los resultados expuestos por muchos autores, ya que, en la
bibliografia consultada, se ha encontrado un alto porcentaje de supervivencia de las plantas de S.

lycopersicum en la etapa de aclimatacion.

Raymundo y col (2000), realizaron el trasplante de las vitroplantas de 3 cm de S licopersicum,
obtenidas por organogénesis a macetas con una mezcla perlita y suelo en una proporcion 1:1,

obteniendo un 100% de supervivencia.

Abraham y col (2003), obtuvieron un 100% de porcentaje de supervivencia de las vitroplantas
de S licopersicum bajo condiciones de invernadero, usando tierra estéril y controlando la humedad

e intercambio gaseoso.

Osman y col (2010), transfirieron las plantas de S licopersicum , propagadas y enraizadas in
vitro a macetas de plastico que contenian como sustrato tierra estéril y arena en una proporcién 2:1,
cubiertas con una botella de vidrio para mantener la humedad, bajo condiciones de vivero. Al cabo
de tres semanas, se le retir6 la cubierta de vidrio. Lograron obtener un 95% de supervivencia de las

plantas.

Carrillo y col (2016), obtuvieron un 96,6% de supervivencia de las plantas. Estos autores
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sembraron las plantas luego de la etapa de enraizamiento en bandejas de germinacion con turba
canadiense, bajo condiciones de invernadero, con una reduccion del 50% de la luminosidad, una

temperatura de 25°C, y mas del 80% de humedad relativa.

Existen estrategias para lograr una aclimatacion eficiente, y entre ellas esta iniciar el proceso de
aclimatacion cuando las plantas atin se encuentran in vitro, en el cual, se sugiere elegir plantas con
hojas grandes, ya que, estas pueden tener mayor cantidad de compuestos almacenados y contribuir
mas después del trasplante. El aumento de la concentracion de azicar en el medio podria maximizar
el contenido de nutrientes, generando hojas mas persistentes (Grout y Millam, 1985; Desjardins y
col, 1987). La inoculacion temprana de plantas in vitro con un organismo simbiético apropiado
promete mejorar la supervivencia y el rendimiento de las plantas (Hazarika, 2006). En algunos
casos se le adiciona ABA (acido absicico) al sustrato inmediatamente después del trasplante a fin de

evitar el “shock de trasplante” (PospiSilova y col, 1999).
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Figura #10. Etapa de aclimatacion de Solanum lycopersicum. Fig 10 a: Morfologia de plantas de S. Lycopersicum
antes de ser transferidas a suelo. Fig 10b: Plantas de S. lycoprsicum colocadas en envases de plastico que contienen
tierra estéril y arena (1:1). Fig 10c: Plantas de tomate luego de 7 dias del paso a tierra. Fig 10d: Plantas de tomate luego
de 15 dias del paso a tierra, ain con tallo erecto y con presencia de hojas marchitas y hojas amarillentas. Fig Plantas de
tomate luego de 15 dias del paso a tierra completamente marchitas.
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5.5 Determinacion del contenido de pigmentos fotosintéticos

El andlisis bioquimico, realizado en el presente estudio, consisti6 en la determinacién del

contenido de PF en las plantas obtenidas por germinacion in vitro (control), las obtenidas a partir

de microesquejes de plantas in vitro en fase de enraizamiento (FE) y las transferidas a condiciones

ex vitro para su aclimataciéon (FA). Las plantas en FE y en FA, empleadas para este analisis, fueron

aquellas formadas o inducidas en el medio M1 (Debido a que en este medio se obtuvo el mayor

nimero de brotes por explante). En el caso de las plantas en FA, las mediciones de contenido de PF

se realizaron a los 7 dias de estar expuestas a esas condiciones ex vitro debido a que estas no

sobrevivieron mas de ese tiempo.

Tabla 5. Contenido de pigmentos fotosintéticos extraidos de plantas germinadas, y de plantas

micropropagadas tanto mantenidas in vitro como transferidas a condiciones ex vitro de S.

lycopersicum

Tratamiento XCla XClb
(ng pigmento/masa (ng pigmento/masa

fresca foliar) fresca foliar)

| MEVTERV EY IV 520,6303 + 117,0561°
(control)

169,5866 + 55,3508"

icl (atb)
(pg pigmento/masa fresca
foliar)

697,8665 + 142,0551°

i Car (C+X)
(ng pigmento/masa
fresca foliar)

132,0987 + 40,7468°

L ERN O 846,101 + 43,0657° | 307,7295 + 20,2671

1270,935 + 76,3330°

203,2814 + 11,4863"

Plantas F.A 737,6172 + 37,5618b 326,5371 + 26,8321a

1038,436 + 51,9512

303,8557 + 14,2704%

X terror estandar; valores con distintas letras en la misma columna indica diferencias significativas

segun ANOVA de clasificaciéon simple para p<0,05

Los valores del contenido de clorofilas a (Cl a) y b (Cl b) fueron significativamente mayores en

las plantas en FE con respecto a las germinadas (control) y no hubo diferencias en el contenido de

carotenoides (Car) para estos dos grupos de plantas (Tabla 5). Estos resultados sugieren que al
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menos un factor en el medio M1 induce la sintesis de clorofilas y no influye en el contenido de Car-.
Considerando reportes previos, este fenémeno puede atribuirse a la presencia de citocinina (CK) (en
este caso, BA 2,5 mg L") y a la fuente de carbono (sacarosa) en dicho medio. Las CK intervienen
en la formacion de cloroplastos, promoviendo un mejor desarrollo del aparato fotosintético (sintesis
de clorofilas y de enzimas que intervienen en la fijacion del CO,) (Prenkumar y col. 2001; Mok y
Mok., 2001; Taiz y Zeiger, 2010). A su vez, la CK promueve la movilizacion de la sacarosa y otro
nutrientes hacia la hoja y, una vez alli, podrian utilizarse en la sintesis de clorofila y otros

componentes cloroplastidicos (Taiz y Zeiger, 2010; Ivanova y Van Staden, 2011).

Comparando las plantas en FE con respecto a aquellas en la fase de aclimatacion ex vitro (FA),
se encontro que aquellas en FE los valores del contenido de CI a y clorofilas totales (CI a+b) fueron
significativamente mayores a los encontrados en las plantas en FA. Mientras que, los valores del
contenido de Car fueron significativamente menores en las plantas en FE con respecto a aquellas en
FA. Estos dos grupos de plantas no mostraron diferencias significativas en el contenido de CI b
(Tabla 5). Ello sugiere que las vitroplantas transferidas a condiciones ex vitro, al no estar expuestas
a CK ni a fuente de carbono exégena, podrian realizar ajustes fisiologicos y bioquimicos que
implican la disminucién de CI a+b (debido a la disminucién significativa de CI a) y un aumento en

el contenido de Car.

La disminucién o pérdida en la concentracion de clorofilas totales en las plantas en etapa de
aclimatacion puede deberse a diversos factores. Segun Mehar y col. (2013), la disminucion en los
niveles de clorofilas puede estar asociada a una reduccion en la biosintesis de estos pigmentos o a
un incremento de su degradacion. Otra razon que puede influir en el contenido de pigmentos esta
relacionada con un aumento de la actividad clorofilasa, que destruye estos pigmentos al separar el

fitol del anillo tetrapirrdlico en la molécula (Jamil y col, 2012). Asi mismo, factores como la

63



temperatura, y los cambios en el intercambio gaseoso del ambiente in vitro al ambiente ex vitro,
pueden influir en la estabilidad de los pigmentos, acelerando reacciones de degradacion (Hazarika,
2006). Segin Gonzalez (2009), la reduccion de la clorofila perjudica el proceso fotosintético
conduciendo a una reduccion en la fijacion de carbono, de ahi la importancia de determinar el

contenido en clorofilas de las plantas cuando las condiciones medioambientales no son 6ptimas.

En cuanto al contenido de Car, estos aumentan significativamente en las plantas al ser
transferidas a condiciones ex vitro. Se presume que este aumento mejora el desempefio en aquellas
funciones asociadas con la disipacion del exceso de energia de las clorofilas excitadas y la
eliminacion de especies reactivas de oxigeno (Lawlor, 2001). Se conoce que el aumento en el
contenido de pigmentos disipadores de exceso de energia ocurre en hojas sometidas a alta radiacion.
Sin embargo, no es el caso del presente estudio en el cual la DFFF en la FA fue menor al medido en
la FE (10 pmol m™s™ y 50 pmol m™s™, respectivamente). De modo que, podemos considerar que el

aumento observado en el contenido de Car en la FA no es atribuible a la intensidad luminica.

Los valores observados en el contenido de PF, de las vitroplantas transferidas a condiciones ex
vitro, sefialan que el aparato fotosintético de S, lycopersicum es sensible al cambio de ambiente. Sin
embargo, desconocemos si estos valores de PF indican una aclimatacion gradual de las plantas a la
condicidn ex vitro o son respuestas iniciales al estrés provocado por la transferencia de las plantas al
nuevo ambiente (periodo pre-aclimatacion). Para determinar si las plantas de S. lycopersicum estan
en periodo de pre-aclimatacién o en periodo recuperacion de su condicion autotrofica es necesario

realizar un seguimiento al contenido de PF en tiempos mayores a 15 dias.

En el presente estudio, la no aclimatacion de las vitroplantas de tomate, fue un impedimento

para la determinacion de la confiabilidad del contenido de PF como indicador de aclimatacion ex
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vitro. Para continuar con estos estudios, es prioritario lograr una aclimatacion eficiente de las
plantas micropropagadas. Segin Wu y col. (2008), el contenido de clorofila en las hojas es un
indicador confiable de la actividad fotosintética, de las mutaciones, del grado de estrés y del estado
nutricional de las plantas. Por su parte, Carter y Spiering (2002), mencionan que las diferencias en
el contenido de clorofilas en las hojas puede ser un indice del vigor de la planta y de su capacidad

fotosintética, la cual depende en gran medida de contenido de pigmentos.

El mayor contenido de clorofilas en las plantas in vitro de tomate con respecto a las transferidas
ex vitro coincide con resultados previos. Prenkumar y col (2001) obtuvieron altos contenidos de
clorofilas en plantas in vitro, con respecto a las ex vitro en plantas de Persea americana y Quercus
ruber. Villalobo y col (2012), estudiaron los cambios morfo-fisiologicos en plantulas de pifia
durante la aclimatacién. Estos autores después de la transferencia de las plantulas a la condicién de
aclimatacion, igualmente observaron una disminucion aunque no significativa en la clorofila a y b
durante los primeros 15 dias y continu6 disminuyendo hasta 45 dias (8.1 y 3.8 pg.g™
respectivamente). Segun estos autores, una mayor concentracion de clorofila se asocia con una
mayor inversion de la planta en el complejo de recoleccion de luz del fotosistema II y los pigmentos
de la antena. Fila (2006), registro altos contenidos de clorofila en el crecimiento de plantulas en

condiciones in vitro en comparacion con aclimatacion ex vitro.

Aragén y col (2012), evaluaron parametros morfologicos, fisicos y bioquimicos en plantas de
pifia con caracteristicas similares al ambiente in vitro (con metabolismo C3) y plantas de pifia
adultas con caracteristicas de un ambiente ex vitro (con metabolismo CAM), hallando en sus
resultados, un mayor contenido de clorofilas totales en plantas de pifia con caracteristicas tipicas de

un ambiente in vitro a comparacion de las plantas en condiciones ex vitro.
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Sin embargo, estos resultados difieren con los reportados por Pospilova y col(1999), quienes
recopilaron informacién sobre aclimatacion de plantas micropropagadas al ambiente ex vitro,
encontrando como resultado que los contenidos de Cl a aumentan después del trasplante en Plantas

de Nicotiana tabacum.

Grout y Aston, (1977) encontraron igualmente que las plantulas de coliflor regeneradas in vitro,
también tuvieron menor contenido de clorofila que las plantulas transferidas después 4 semanas a

un invernadero.

Igualmente, Jeon y col (2004), en su estudio sobre Pigmentos fotosintéticos, morfologia e
intercambio de gases foliares durante la aclimatacion ex vitro de plantulas de Doritaenopsis CAM
micropropagadas en condiciones de humedad relativa y temperatura del aire, hallaron que el
contenido de clorofila aumenté al aumentar la humedad y a 15 y 35 © C el contenido de clorofila

disminuy6 en comparacion con 25 ° C.

En otros estudios, en el cual han evaluado el contenido de clorofila en plantas de S.
lycopersicum desarrolladas en condiciones ex vitro, se han reportaron los siguientes resultados. En
el trabajo de Vazquez y col (2012), evaluaron el comportamiento de plantas de tomate asperjadas
con acido salicilico (AS) cultivadas bajo diferentes condiciones climaticas en invernadero,
encontrando que hubo un efecto sobre las variables climaticas (CO. y temperatura) y las diferentes
concentraciones de AS aplicados sobre el contenido de clorofila. Siendo el tratamiento control (CO?
bajo, temperatura ambiente, y sin AS) el tinico que mostr6 diferencias significativas con respecto al
resto; este tratamiento registr6 el menor contenido de clorofila totales (32,80 pg.cm”'). Sin
embargo, estos resultados no son comparables con los obtenidos en este estudio, debido a que la

estandarizacién utilizada para reportar el contenido de clorofila es completamente diferente (pg.g").
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Serna y col (2011), determinaron el contenido de CI b en plantas de tomate desarrolladas en
ambiente ex vitro, encontrando una concentracién de CI b de 0.5170 mg.g™" en plantas de 116 dias de
edad. Si bien es cierto que la extraccion de la clorofila se realizo en tiempos distintos, comparando
los resultados del contenido CI b obtenidos en plantas en fase de aclimatacion durante el presente

estudio, estos fueron menores (326,53 JUg.g") a los obtenidos por Serna y col.
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6. CONCLUSIONES

El protocolo de desinfeccion utilizado en las semillas Solanum lycopersicum resulté ser el

adecuado, permitiendo obtener un 98,3% de semillas asépticas.

Para la germinacion in vitro de semillas de S. lycopersicum no fue necesario afiadir
sustancias de crecimiento al medio de cultivo, obteniéndose un 70,55% de semillas

germinadas en un lapso de 4 a 7 dias.

En esta investigacion se logro establecer un método de propagacion in vitro S. lycopersicum

a partir de semillas y microesquejes, siendo el mejor tratamiento para la multiplicacién el
medio MS suplementado con 1 mg/L de AIA + 2,5 mg/L de BA, obteniendo 3,46

brotes/explante.

Aunque se observé desarrollo de yemas en medios sin sustancias de crecimiento, para que
ocurra la multiplicacion de brotes en S. lycopersicum es necesario suplementar el medio de

cultivo con sustancias de crecimiento.

Evidencias histolégicas demostraron que los callos obtenidos en la etapa de multiplicacion
de S. lycopersicm, en los medios M1 y M2 eran de naturaleza organogénica, es decir, el

proceso de multiplicacién ocurri6 via organogénesis indirecta.

Las estrategias empleadas para la aclimatacion plantas de S. lycopersicum obtenidas in vitro
no resultaron ser las adecuadas, lo que resulto en 0% de plantas aclimatadas al ambiente ex

vitro.
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* La no aclimatacion de las vitroplantas de tomate, fue un impedimento para la determinacion

de la confiabilidad del contenido de pigmentos fotosintéticos como indicador de

aclimatacién ex vitro.
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