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Resumen

El tomate de drbol (Cyphomandra betacea) es un
frutal de importancia comercial en paises como
Bolivia, Colombia, Ecuador y Pert, donde se consu-
me como fruta fresca y procesada. Tradicionalmente,
es propagado por semillas y estacas, ¥ enfrenta
problemas de heterogeneidad y calidad de material
de siembra.

En esta investigacién se desarrollé un protocolo
para la micropropagacion in vitro del tomate de
arbol criollo del fenotipo naranja, proveniente de
Costa Rica, el cual presenta potencial para la diversi-
ficacion agricola y la agroindustria. Se evaluaron dos
tratamientos de desinfeccién in vitro con variaciones
en la concentracién del Ca(ClO), 2,5% y 5,0% (ia
75%), tres tratamientos para la multiplicacion in
vitro del material con diferentes reguladores de
crecimiento y concentracion de sales MS (1962), y
seis tratamientos para el enraizamiento in vitro con
diversos reguladores de crecimiento y gelificantes.

Se determiné que la desinfeccion con 2,5% de
Ca(ClO), fue la mejor para el establecimiento in
vitro; el mejor medio de cultivo para la micropro-
pagacion del material fue el M|, compuesto por
sales MS(1962) al 100%, sacarosa al 3%, phytagel®
1.8g/L, 0.5mg/L de AG, 025mg/L de BAP y 2,0
mg/L de PaCa, el cual presenté el mejor balance
entre el nimero promedio de brotacidn/explante
y el nimero promedio de entrenudos/explante, sin
formacion excesiva de callo, mientras que el medio
de cultivo E5, constituido por sales MS(1962) al
100%, agar 6,0g/L v sacarosa al 3%, sin reguladores
del crecimiento y el medio de cultivo E6, que inclufa
las sales MS(1962) al 100%, agar 8,0g/L y sacarosa
al 3%, sin reguladores del crecimiento, mostraron el
periodo mds corto para la formacién de raices, el
mayor nimero promedio de raices y la mayor lon-
gitud promedio de raiz y tallo.
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Abstract

Tamarillo or tree tomato (Cyphomandra betacea),
is a fruit plant of commercial importance in coun-
tries such as Bolivia, Colombia, Ecuador, and Peru,
where it is consumed as a fresh or processed fruit.
Traditionally, it is grown through seeds or plant cut-
tings, leading to problems regarding heterogeneity
and quality of the planting material. In this research,
an in vitro micropropagation protocol was devel-
oped for a domestic tree tomato, from Costa Rica,
and of the orange phenotype; which has consider-
able potential for its use in agroindustry and in
agricultural diversification. Two different in vitro dis-
infection treatments were evaluated, with variations
of 2,5% and 50% (a.i 75%) for Ca(ClO),. Three in
vitro multiplication treatments of the plant mate-
rial with different growth regulators and MS salts
(1962) concentrations, as well as six in vitro roo-
ting treatments with various growth regulators and
gelling agents were also tested. Through the study,
it was established that the disinfection with 2,5%
of Ca(ClO), was the best for in vitro establishment.
Additionally, the research evidenced that the optimal
micropropagation growth medium consisted of M1,
comprised of 100% MS salts (1962), 3% sucrose,
1,8g/L of Phytagel®, 0,5mg/L de AG, 0,25mg/L of
BAP and 2,0 mg/L of PaCa; which presented the
most adequate balance between the average num-
ber of budding/cutting and the average number
of internode/cutting, without the excessive forma-
tion of callus. Meanwhile, the M5 growth medium,
consisting of 100% MS salts (1962), 6,0g/L of agan
3% sucrose and without any growth regulators, as
well as the E6 growth medium, including 100% MS
salts (1962), 8,0g/L of agar, 3% sucrose, and without
growth regulators, both required a shorter period
for root formation, a higher average number of
roots, and in average longer stems and roots.



Introduccion

El tomate de drbol (Cyphomandra betacea), pertene-
ciente a la familia Solanaceae, es una planta propaga-
da tradicionalmente por semillas y estacas, en paises
como Bolivia, Colombia, Ecuador y Perd (Espinosa,
Trillos, Hoyos, Afanador y Correa, 2005); sin embar-
g0, a pesar de que estos sistemas de multiplicacidn
han suplido las necesidades de material, presentan
limitaciones en relacién con la disponibilidad de
variedades con alta productividad, la baja calidad de
los frutos, la heterogeneidad del material vegetal,
y la proliferacién de microorganismos patégenos
existentes en la planta (Lobo, 2001).

Una alternativa a la propagacién convencional y sus
limitantes, es la utilizacion de procedimientos basa-
dos en el cultivo in vitro, que permiten multiplicar de
forma rdpida, econdmica y rentable, material élite en
cualquier época del afio. Aspectos como la calidad
del explante utilizado, su procedencia, el protoco-
lo de desinfeccion, la asepsia, el medio de cultivo
empleado en cada una de las diferentes etapas y las
condiciones fisicas de incubacion son fundamentales
para el desarrollo exitoso de esta técnica (Calva y
Pérez, 2005). El conjunto de estos factores dentro
del sistema in vitro permiten la reproduccidn de
plantas completas a partir del material seleccionado
e introducido, logrando mantener un material axéni-
co, viable y vigoroso para su adecuada manipulacién
(Correia, Lopes y Canhoto, 201 1).

En Costa Rica, los agricultores se han dedicado,
principalmente, a la produccién de cultivos tradicio-
nales como la pifia, el banano y el café, dependiendo
considerablemente de estos cultivos. Sin embargo,
existen otros frutales, como el tomate de drbol, con
potencial para la diversificacion agricola y la agroin-
dustria. Por esta razén, el objetivo de este trabajo
fue el establecimiento de la micropropagacién in
vitro del tomate de drbol criollo del fenotipo naranja,
con el fin de disponer de material de alta calidad.

Materiales y métodos

Los ensayos se realizaron en el Centro de Investi-
gacidn en Biotecnologfa del Instituto Tecnoldgico de
Costa Rica.
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Seleccion y colecta de material vegetal

Se colectaron estacas de tomate de drbol en la
zona agricola de Pacayas en Cartago en las coor
denadas 09°55796"" Norte 083°48 755" oeste, a
una altitud de 1907 msnm. Se seleccionaron ramas
vigorosas de drboles del fenotipo color naranja y se
confeccionaron estacas con una longitud aproxima-
da de 40-45cm de largo por |4 cm de ancho, las
cuales presentaron, en promedio, cinco entrenudos.
Se prepard un sustrato a base de suelo y granza
de arroz en una proporcion de 3:1 y se desinfectd
con un producto a base de Carboxin al 20% de
ingrediente activo (i.a.), y Thiram (20% i.a) a razén
de 0,17 g/kg de sustrato.

Las estacas se sembraron enterrando al menos tres
nudos en bolsas de polietileno de un volumen de
2 kg con sustrato y se ubicaron en un invernadero
para la induccion de su brotacién. Al corte apical
expuesto se le aplicd una pasta del desinfectante
para evitar el ingreso de patdgenos al interior del
material.

Introduccion in vitro por miniestacas

Se seccionaron brotes de las estacas localizadas en
el invernadero y se cortaron explantes de 2,0-4,0
cm de longitud con uno o dos nudos que presenta-
ban yemas axilares visibles.

Los explantes se lavaron con agua y jabdn antibac-
terial. Posteriormente, se colocaron en un sonicador
con 400 ml de agua destilada, 5 ml de jabdn anti-
bacterial y un biodesinfectante extraido a partir de
semillas de toronja (Kilol® 5 ml/L), se expusieron a
dos ciclos de 3,5 minutos cada uno, y se cambid por
una solucién fresca en cada ciclo. Luego, se some-
tieron a una inmersidn en etanol de 95% por un
minuto y se colocaron en una solucién compuesta
por 5 g/L de benomilo (50,0% i.a.), 5 g/L de sulfato
de gentamicina (2,0% i.a.) con clorhidrato de oxite-
traciclina (6,0% i.a.) y 5,0 g/L de dimetiltiocarbamato
(76,0% i.a.), por un perfodo de 70 minutos. Los pri-
meros 20 minutos, se llevaron a cabo en una cdmara
de vacio; y los 50 minutos restantes trascurrieron en
un agitador orbital.

Posteriormente se trasladaron a una cdmara de
flujo laminar, donde se realizaron tres lavados con
agua destilada estéril hasta eliminar los excesos de
agroquimicos en el tejido. Por Ultimo, los explan-
tes se dividieron en dos tratamientos. Ambos se
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sumergieron por cinco minutos en una solucién de
hipoclorito de calcio (Ca(ClO),), el primer grupo al
5,0% (i.a al 75%) y el otro al 2,5% (i.a al 75%) y luego
se realizaron tres lavados con agua destilada estéril.

Los explantes se inocularon en un medio de cultivo
liquido Murashige y Skoog (MS) (1962) completo,
suplementado con 3% de sacarosa y 0,5 mg/L de
dcido giberélico (AG,), utilizando el sistema de
puente con papel filtro en tubo de ensayo con 10
ml de medio cada tubo. Antes de ser inoculados,
se les elimind a los explantes el tejido dafado. Se
realizaron tres repeticiones por tratamiento con 20
microestacas por repeticion vy se evalud el porcen-
taje de sobrevivencia-asepsia y la brotacion, luego de
cuatro semanas de observacion.

Micropropagacion

Para la micropropagacidon se establecieron tres
medios de cultivo. Se determind estadisticamente
el efecto sobre la cantidad de brotes por explante
y la cantidad de entrenudos por brote luego de un

periodo de crecimiento de seis semanas. Ademas, se
evalud la sobrevivencia y el porcentaje de enraiza-
miento total por tratamiento. La composiciéon de los
medios de cultivo se detalla en el cuadro |.

Los explantes se inocularon individualmente en fras-
cos de vidrio con 20 ml de medio de cultivo. Las
microestacas se incubaron a 26 °C'y un fotoperiodo
de 16 horas luz. Se realizaron dos repeticiones de
25 explantes por tratamiento.

Enraizamiento in vitro

Se seleccionaron brotes de 3-4 cm de longitud del
mejor tratamiento de multiplicacién y se inocularon
en seis tratamientos, con diferentes medios de cul-
tivo, en medio semisdlido. La composicién de los
medios de cultivo se detalla en el cuadro 2.

Los explantes se inocularon individualmente en
frascos de vidrio con 20 ml de medio de cultivo.
Se evaluaron 30 explantes por tratamiento. Se ana-
lizaron los siguientes pardmetros: dias promedio de

Cuadro |.Tratamientos para la micropropagacién del tomate de drbol fenotipo naranja

Tratamiento b | Sacarosa % Sales Gelificante AG, BAP PaCa Zeatina | Tiamina | Glutamina
P MS (g/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Ml Phytagel® 0,50 0,25 2,00 - -
100 [,.8g/L
M2 (180 | o050 | 050 2,00
57 30g/L Difco
M 50 Bacto Agar - - 2,00 0,90 5,00
(I'1,0g/L)
* Medio tomado de Contreras y Almeida (2005).
Cuadro 2.Tratamientos para el enraizamiento in vitro del tomate de drbol fenotipo naranja
. % Sales : AG, AlA AlB o
Tratamiento MS Gelificante (g/L) (mgll) (mg/L) (mg/L) % Sacarosa pH
El - - -
- Phytagel® (1 8) 020 - - 3,00
age , ,
E3 U3 - 0,50 -
100 570
E4 - - 0,50
*ES Agar (6,0 - - -
ger (69) 2,40
E6 Agar (8,0) - - -

* Medio de cultivo tomado de Correia et al. (2011)




enraizamiento, nimero promedio de raices, longitud
promedio de raices principales obtenidas y longitud
promedio del tallo de la vitroplanta. Los ensayos
se incubaron a 26°C y |6 horas luz durante seis
semanas.

Analisis estadistico

Se realizé un andlisis de varianza mediante el
Modelo Lineal General (MLG), estadistico F y se
utilizé la prueba de Fisher con un 95% de confianza
para discriminar entre los tratamientos, lo anterior
luego de corroborar los supuestos estadisticos de
homocedasticidad, identificacion de la distribucidn
individual de datos y la aleatoriedad mediante el
software estadistico Minitab® 16 (Minitab, 2010).

Resultados
Introduccion in vitro por miniestacas

A partir de la prueba de desinfeccion de miniesta-
cas para el establecimiento y brotacidn in vitro, se
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determiné que el tratamiento con Ca(ClO), al 5,0%
presenté menor sobrevivencia debido a una mayor
oxidacién de los explantes en comparacién con el
tratamiento de Ca(ClO), al 2,5% (cuadro 3).

La menor concentracién del desinfectante mos-
tré un mayor porcentaje de sobrevivencia de los
explantes asépticos y brotacién del material. En la
figura | A se presenta la brotacién de las miniestacas
introducidas in vitro.

Micropropagacion

En relacién con las variables nimero promedio de
brotes/explante y nimero promedio de entrenudos/
brote, Unicamente se presentd diferencia significativa
para la primera variable mencionada. El tratamiento
M2 presentd el mayor nimero promedio de brotes/
explante. Las plantas de los tratamientos M1 y M2
mostraron una apariencia vigorosa con respecto
al tratamiento M3, el cual presentd brotes rojizos.
Hubo formacién de callo en todos los tratamientos
(figura IB). En el cuadro 4 se muestra la compara-
cion estadistica de los tratamientos.

Cuadro 3. Sobrevivencia y brotacidn in vitro de miniestacas de vitroplantas de tomate de drbol fenotipo naranja.

Tratamiento

% Sobrevivencia

% Brotacion

(p=0,049) (p=0771)
Ca(ClO), (2.5%) 35,13£27,86 a 79.63£22.43 a
Ca(CIO), (5,0%) 6574023 b 69,2345329 a

Andlisis de varianza GLM, prueba Fisher a=0,05.

Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa entre los tratamientos.

Cuadro 4. NUmero promedio de brotes/explante y nimero promedio de entrenudos/brote para los tratamientos de

multiplicacion in vitro

Promedio de los pardmetros

Tratamiento

Brotes / Entrenudos /

Explante (p=0,000)

Brote (p=0,131)

MI 2,38£049 b 451£1,68 a
M2 3,56£042 a 4,08+092 a
M3* [,65+0,53 ¢ 4,74+154 a

Andlisis de varianza, prueba Fisher a=0,05.

Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa entre los tratamientos.

* Medio tomado de Contreras y Almeida (2005).
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Enraizamiento in vitro

El 100% de enraizamiento se presentd en los
tratamientos E3, E5 y E6, mientras que los otros
tratamientos mostraron valores menores al 73%.
En relacion con el ndmero promedio de dfas de
enraizamiento, los tratamientos E5 (figura 1C) vy
E6 presentaron los ciclos mds cortos. En cuanto a
la apariencia del material, las plantas de los trata-
mientos E2, E3 y E4 presentaron callo en la base,
de donde se producfan las raices adventicias, no
obstante esta callogénesis no se presentd en los
tratamientos El, E5 y E6. En el cuadro 5 se muestra
la comparacidn de los pardmetros de enraizamiento
evaluados.

Discusion
Introduccion in vitro por miniestacas

El proceso de eliminacidon de contaminantes micro-
bioldgicos mediante desinfectantes quimicos vy
durante la preparacién del explante en el estableci-
miento in vitro, puede inducir la oxidacién y muerte
de los tejidos, afectando su sobrevivencia (Tabiyeh,
Bernard y Shacker, 2006;Van Staden, Fennell y Taylor,
2006). Este efecto se debe al estrés oxidativo y
nitrosativo en las células, como consecuencia de
la produccién de especies de oxigeno reactivo y
de nitrégeno reactivo (Turrens, 2003; Valderrama
et al, 2007) que entran en contacto con enzimas

oxidasas produciendo la muerte celular; esto pro-
vocado por condiciones de estrés en el material
vegetal (Vatanpour-Azghandi, Villiers, Ghorbani vy
Tajabadi, 2002; Tang, Harris, Outhavong y Newton,
2004; Pompeu, Gratdo, Vitorello y Azevedo, 2008;
Cassells y Doyle, 2005; Abdelwahd, Hakam, Labhilili
y UduPA, 2008).

El efecto del desinfectante en la disminucién de la
sobrevivencia estd relacionado con la concentracion
del ingrediente activo. En un estudio realizado por
Ldpez et al. (2011), donde se evaluaron diferentes
dosis de Ca(ClO), en hojas de café, se demostro
que la sobrevivencia de los explantes disminuye con
el incremento de la concentracion del desinfectante,
encontrandose valores de dosis letal media (LD, )
de 2,8% en genotipos sensibles, y LD, de 36,5%
en genotipos resistentes, evidenciando la relacidn
genotipo-dosis en la sobrevivencia.

En este estudio se corrobord el efecto significativo
de la concentracién del Ca(ClO), sobre la sobre-
vivencia de un Unico genotipo de tomate de drbol,
donde la dosis de 2,5% produjo una sobrevivencia
significativamente mayor comparada con la dosis
de 5,0%. La sobrevivencia obtenida con la concen-
tracién de 2,5% (35,13%) fue similar a la obtenida
en otras investigaciones sobre el establecimiento
in vitro de este cultivo a partir del mismo tipo de
explantes (segmentos nodales), Correia, Lopes vy
Canhoto (2012) obtuvieron una sobrevivencia de

Cuadro 5. Promedio de dfas de enraizamiento, nimero promedio de raices, longitud promedio de raices y longitud
promedio de tallo para las vitroplantas enraizadas in vitro a 60 dias.

Promedios de los pardmetros

Tratamiento % : : % ' Dias de Nidmero
Sobrevivencia | Enraizamiento . , Longitud Raices Longitud de Tallo

enraizamiento de Raices
(p=0,000) (p=0,041) (cm) (p=0,000) (cm) (p=0,001)
El 97,00 72,00 | 246711587 a 257147 b 6,13+254 b | 563%£230 bcd
E2 100,00 60,00 | 2494+1485 a 228+143 b 8894283 a | 6324229 abc
E3 90,00 100,00 | 22231440 a 2,85£1,40 b 595+288 b | 548+£236 cd
E4 100,00 73,00 | 2577+1026 a 323+1,49 ab 6,35+£305 b | 4994235 d
E5* 100,00 100,00 | 12,03+3,38 b 372+147 a 9,77£323 a 6,77£236 ab
E6 100,00 100,00 | 13,43+396 b 3,05+1,47 ab 1020£3,34 a | 755233 a

Andlisis de varianza, prueba Fisher a=0,05.
Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa entre los tratamientos.
* Medio de cultivo tomado de Correia et al. (2011)
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Figura |. Cultivo in vitro de miniestacas de tomate de drbol fenotipo naranja. A. Desinfeccidn con hipoclorito de calcio al
2,5%. B.Vitroplantas multiplicadas en el tratameinto MI. C.Vitroplantas enraizadas en el tratamiento E5.

un 22% utilizando Ca(ClO), al 5% en un material de
tomate de drbol portugués. Por su parte, Espinosa et
al. (2005) obtuvieron porcentajes de sobrevivencia-
asepsia que oscilaron entre el 7 y el 37%, utilizando
NaClO al 0,6% i.a. el cual ha sido reportado como
un agente de mayor potencia antimicrobiana, pero
con mayor accion oxidante en los tejidos.

Respecto a la brotacién, a pesar de que no existié
diferencia estadistica significativa, se observé que
el incremento de la dosis del ingrediente activo de
Ca(ClO), también disminuyd la brotacion de los
explantes una vez incubados (Cuadro ). Otros fac-
tores abidticos, como la intensidad de la luz en la
que se incuban los explantes (Pompeu et al., 2008),
la composicidon y volumen del medio de cultivo, asf
como las caracteristicas del recipiente de incubacion
(Abdelwahd et al, 2008), pueden potenciar la oxida-
cidén y muerte de los explantes.

La respuesta del material vegetal también se ve
influenciada por la edad del explante, la etapa fisio-
|6gica en que se encuentra, la concentracién endo-
gena de reguladores de crecimiento, la expresion
génica (Preece, 2008), el tamafio y la densidad de
inoculacion (George, 2008). En este ensayo, al pro-
venir los explantes de estacas de la misma planta y
poseer una madurez homogénea, siendo inoculadas
e incubadas en las mismas condiciones experimen-
tales, se relaciona la sobrevivencia diferencial al efec-
to de la desinfeccion sobre los explantes.

Micropropagacion

Para la micropropagacion de la especie en estudio,
se ha utilizado una amplia variedad de reguladores

de crecimiento, incluidas citoquininas, auxinas y gibe-
relinas. En cuanto a las citoquininas, De Lima et al.
(2007), a partir de un material brasilefio obtuvieron,
luego de 30 dias en medios de cultivo MS(1962)
con aplicaciones de bencilaminopurina (BAP) en un
ambito de 0,25 a 1,00 mg/L, promedios de brota-
cién mayores (4,65-4,85 brotes) a los obtenidos en
este ensayo. Ademds, reportaron para el medio sin
reguladores de crecimiento y para la dosis Unica de
0,15 mg/L de BAR valores similares a la brotacién
obtenida en este estudio con los medios M| y M2,
respectivamente.

Barghchi (1998) reportd, previamente, este dmbito
de 0,25 a 1,00 mg/L de BAP en medio MS, como
el éptimo para generar brotacién en explantes de
yemas terminales y axilares de tomate de drbol.
Canhoto et al. (2005), utilizaron la dosis de 0,5 mg/L
de BAP tanto para el establecimiento como para la
brotacion de esta especie, a partir de segmentos
nodales de plantas adultas. Waweru et al. (2011)
reportaron un promedio de 1,42 brotes al aplicar
40,0 uM/L de BAP al medio de cultivo MS (1962)
en un cultivar de Ruanda.

En otros estudios se ha reportado la combinacién
de citoquinina/auxina (BA/AIA) como el mejor tra-
tamiento para inducir la proliferacion de brotes en
tomate de arbol (Espinosa et al,, 2005; Contreras y
Almeida, 2005).

La aplicacién de giberelinas para la multiplicacion
de tomate de drbol no es frecuente y su uso en
este ensayo se realizd para promover la elongacion
de los entrenudos mediante la activacién de los
meristemos presentes en estas zonas, de esta forma,
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luego de generarse brotes laterales, las giberelinas
favorecen su rdpido crecimiento. Su funcién bioqui-
mica es la activacion de proteinas en el catabolismo
de polisacdridos, para convertir estos Ultimos en
azlcares disponibles en la generacién de energfa.
En adecuadas combinaciones de giberelinas/cito-
quininas, se puede inducir la formacién de brotes,
remplazando el estimulo promovido por la rela-
cién auxina/citoquinina (Moshkov, Novikova, Hall y
George, 2008).

La bencilaminopurina utilizada en los tratamientos
Ml y M2 es una citoquinina sintética asociada con
la induccién de la brotacion lateral en las plantas,
sincronizando la activacidn de yemas laterales. Su
efecto en el metabolismo celular estd relacionado
con los procesos de division celular vy la activacion
enzimdtica. Su accién tiende a ser dependiente de
la luz v se inhibe a altas temperaturas (Van Staden,
Zazimalova y George, 2008).

Por otra parte, el pantotenato de calcio (PaCa), es
una forma disponible de la vitamina B5, es necesario
para la formacién de la Coenzima A, la cual participa
en la respiracién celular y en la sintesis de proteinas,
dcidos grasos y carbohidratos (Alberts et al, 2002).

Con base en lo anterior; se explica la brotacién
obtenida en los explantes de tomate de drbol en
los tratamientos M| y M2, en donde la combinacidn
de BAP y AG; favoreci6 la obtencién de los mayo-
res promedios de brotacion. Ademds, la diferencia
significativa de los valores obtenidos en estos trata-
mientos se debié a la diferencia de concentracion
de BAP utilizada.

No obstante, la concentracidon del regulador del
crecimiento puede afectar otros procesos ontogé-
nicos en las plantas, especialmente con altas dosis
donde el efecto tiende a ser antagdnico al desarro-
llo esperado; por ejemplo, para las citoquininas se
ha comprobado que se producen tallos pequefios
que no elongan, que pueden volverse hiperhidri-
cos y pueden aparecer deformaciones en las hojas
(Van Staden et al, 2008); o bien se redirecciona la
organogénesis en procesos de callogénesis o varia-
ciones celulares importantes que pueden radicar
en alteraciones genéticas. En un estudio realizado
por Canhoto et al, (2005) en tomate de arbol
determinaron que la zeatina (citoquinina) influye en
la generacion de callo embriogénico en explantes
nodales y de hoja conforme se aumentd la dosis de
0,5 a I,0 mg/L.

Lo anteriormente descrito se relaciona con la gene-
racion de gran cantidad de callo en el tratamiento
M2 con 0,5 mg/L de BAP en comparacién con el
tratamiento M| que inclufa la mitad de la dosis. Para
el pardmetro de nimero promedio de entrenudos/
brote no se encontraron efectos significativos en
este proceso de crecimiento y desarrollo.

El tratamiento M3, utilizado anteriormente por
Contreras y Almeida (2005), incluye la aplicacion de
zeatina como principal regulador de crecimiento, la
cual, al igual que el BAP estd relacionada con la divi-
sion celular v la activacidon enzimdtica (Van Staden
et al, 2008; Den Boer y Murray, 2000), asi como el
enriquecimiento del medio con la vitamina tiamina
y el aminodcido glutamina, los cuales estimulan en
crecimiento.

En su ensayo, Contreras y Almeida (2005) utilizaron
explantes de hipocdtilo y cotiledones, obteniendo
valores promedio de regeneracidn de yemas de
novo de 2,33/hipocdtilo y de 10,00/cotileddn, luego
de cuatro semanas de incubacién, promedios mayo-
res, en ambos casos, a los resultados obtenidos en
esta investigacion utilizando como explante, brotes
individualizados. De esta forma, la baja brotacién
obtenida se atribuye a variables intrinsecas del
material utilizado, principalmente a la posibilidad
del uso de diferentes variedades y la edad de las
estacas de donde se tomaron los explantes, entre
otros factores.

Al comparar los tratamientos M| y M2 con el M3,
la disminucién de la brotacion en este Ultimo se
atribuye a los reguladores de crecimiento utiliza-
dos, a la reduccion de las sales al 50%, y al tipo de
gelificante. Diversos estudios han sefialado el efecto
negativo de la reduccién de sales en el crecimien-
to, debido a la naturaleza esencial de los micro- vy
macronutrientes para sostener el desarrollo activo,
ademds aplicando diferentes tipos de gelificantes se
inducen respuestas heterogéneas sobre los materia-
les, debido a que aportan diferencialmente trazas de
elementos (George, Hall y De Klerk, 2008).

En resumen, el nimero promedio de entrenudos/
brote no mostrd diferencia estadistica significativa
entre los tres tratamientos, la mayor cantidad la
presenté M3, M| y M2 respectivamente. Ademas
entre M1 y M2 el mejor tratamiento para la multi-
plicacién del material fue el Mlya que, con la mitad
de la citoquinina (BAP), se produjeron vitroplantas



con brotes vigorosos y menor cantidad de callo,
protegiendo la integridad genética del material.

Asimismo, no existe diferencia entre el ndmero
promedio de entrenudos/brote entre tratamientos,
siendo mds alta para M| que para M2. El tratamien-
to M3 presentd el nimero promedio de brotes/
explante mds bajo y algunos problemas de vigor
en los nuevos brotes, relacionados con la nutricidon
limitada que el medio proporciond a las vitroplantas.

Enraizamiento in vitro

La rizogénesis es un proceso desencadenado por
la interaccién de mldltiples factores dentro de los
cuales se menciona un adecuado balance auxina-
citoquinina, el tipo y disponibilidad de la fuente de
carbono, el tipo y concentracién de sales minerales,
la intensidad luminica y la temperatura, asi como
concentraciones de otros reguladores de crecimien-
to como el dcido giberélico, que presentan un papel
decisivo en la induccidon radical (Apraez, Romo vy
Lagos, 2012; Rojas Garcia y Alarcén, 2004).

Respecto a la aplicacidon de reguladores del creci-
miento en la etapa de enraizamiento, un estudio
realizado por Levitus, Echenique, Rubinstein, Hopp
y Mroginski (2004) demostraron que elevadas dosis
de auxinas son contraproducentes, induciendo el
desarrollo de callo en la base de los explantes,
aumentando el tiempo de generacién de raices o
inhibiendo el desarrollo de las mismas, siendo evi-
dente este fendmeno en los tratamientos E3 y E4.

Ensayos realizados por Yaguache (2009) en Solanum
cajanumensis (tomate de drbol silvestre), han demos-
trado la presencia de concentraciones éptimas de
auxinas y citoquininas para la formacién de raices.
El cuadro 5 muestra que el enraizamiento de los
explantes de esta especie, no requiere necesaria-
mente de auxinas u otro regulador de crecimiento
exdgeno (AG,) para el desarrollo y formacion de
raices. Lo mencionado se reafirma en el tratamiento
E2, donde se evidencié que el AG3 es un inhibidor
del enraizamiento; sin embargo, una adecuada inte-
raccion con las concentraciones enddgenas de auxi-
nas y citoquininas, permiten la elongacion del tallo y
el enraizamiento. El callo generado en este ensayo
probablemente se debid al exceso de auxina pre-
sente en la planta, debido a que el AG, estimula la
sintesis enddgena de este regulador del crecimiento
(Coleto, 1994).
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Con respecto a los tratamientos sin reguladores de
crecimiento, el tipo de gelificante presentd un papel
importante, mostrando diferencias significativas en la
mayoria de las variables evaluadas, siendo los trata-
mientos E5 y E6 los que revelaron los mejores resul-
tados. En comparacién con el trabajo de Correia et
al. (2011), se obtuvo un mayor nimero promedio
de raices por explante, con una mayor longitud y en
un menor periodo de tiempo. Lo mencionado se
debe probablemente a las diferencias en la compo-
sicion quimica de los gelificantes empleados.

El agar es un polisacdrido constituido principalmente
por galactosas y galactomananos, estos oligosacdri-
dos estdn relacionados con las vias de traduccién
de sefiales de crecimiento y desarrollo; ademds, se
ha demostrado que la forma oxidada de la galac-
tosa (dcido D-galacturdnico) es un estimulador
del enraizamiento en frutales (Costales, Ndpoles y
Falcdn, 2007; Domont('y Benitez, 2004). Por su parte,
el Phytagel® es un gelificante sintético, el cual no
interviene en el crecimiento y desarrollo de la planta
(Loaiza, 2008).

Conclusiones

La dosis de 2,5% de Ca(ClO,) en la etapa de des-
infeccién in vitro produjo una sobrevivencia significa-
tivamente mayor comparada con la dosis de 5,0%.

El mejor tratamiento para la multiplicacion in vitro
del material fue el medio M1, el cual es un medio
MS al 100% suplementado con 1,8 g/L de phyta-
gel®, 0,5 mg/L de AG,, 025 mg/L de BAP y 2,0
mg/L de PaCa, el cual mostrd el mejor balance
entre el nimero promedio de brotacidn/explante
y el nimero promedio de entrenudos/explante, sin
provocar cantidad excesiva de callo.

La mejor respuesta al enraizamiento in vitro se
obtuvo en los medios de cultivo E5 (MS al 100%
suplementado con 6,0 g/L de agary 3% de sacarosa)
y E6 (MS al 100% suplementado con 8,0 g/L de agar
y 3% de sacarosa), los cuales mostraron los perio-
dos de enraizamiento mds cortos, el mayor ndmero
promedio de raices y la mayor longitud promedio
de raiz y tallo.
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