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Resumen

La tecnologia del cultivo in vitro tiene un gran potencial para producir plantas de calidad
superior, aislamiento de variantes Gtiles en genotipos de alto rendimiento bien adaptados con
mejor resistencia a las enfermedades y capacidades de tolerancia al estrés. El presente estudio
fue conducido para contrastar tres tratamientos pregerminativos sobre semillas de Solanum
betaceum, diferenciar la respuesta de dos explantes en la etapa de introduccion y determinar el
medio de cultivo dptimo en etapa de multiplicacion. Al evaluar los tratamientos
pregerminativos, el tratamiento PG3 (imbibicién por 24 horas) obtuvo los mejores resultados,
con 12 dias hasta la emision de la radicula y 100 % de germinacion; para la valoracion de
explante, las yemas axilares obtuvieron un mayor porcentaje de respuesta morfogenética con
100 %, frente a las semillas con 50 %. En cuanto al medio de cultivo en la fase de
multiplicacién, ambos estados fisicos (semisélido y bicapico) obtuvieron 100 % de brotacion,
sin embargo el color 6ptimo y el mayor nimero de hojas se obtuvo con el medio semisélido;
ANA en concentracion de 0,5 ppm produjo el mayor nimero de hojas. Al evaluar la interaccion
de estado del medio de cultivo y concentracion de ANA, M1C2 (semisolido, 0,5 ppm ANA)
resulté ser la combinacion que produjo el mayor numero de hojas (2), y M1C3 (semisolido, 1
ppm ANA) obtuvo la coloracion 6ptima (5/5), las interacciones M1C1 y M1C2 produjeron el

mayor indice de multiplicacion para vitroplantas de Solanum betaceum.

Palabras Clave: Tomate de arbol; germinacion; acido 1-naftalenacético; gelificante;

multiplicacion.



Abstract

Plant tissue culture has great potential to produce excellent quality plants, segregation of
advantageous variants in genotypes with enhanced disease and stress resistance abilities. This
study was conducted to contrast three pre-germination treatments on Solanum betaceum seeds,
differentiate the response of two explants at establishment stage and determine the optimal
culture medium at multiplication stage. The best results were obtained by the PG3 treatment
(hydropriming for 24 hours), with 12 days until the emission of the radicle and germination of
100 %; regards to explant evaluation, axillary buds obtained the highest percentage of response
(100 %) compared to seeds with 50 %. In the multiplication period, both physical states (semi-
solid and bi-capic) obtained 100 % of shoot development, however the optimal color and the
highest number of leaves was obtained with the semi-solid medium; NAA at a concentration of
0,5 ppm produced the highest number of leaves. When evaluating the interaction of state of the
culture medium and concentration of NAA, M1C2 (semisolid, 0,5 ppm NAA) turned out to be
the combination that produced the highest number of leaves (2), and M1C3 (semisolid, 1 ppm
NAA) obtained the optimal coloration (5/5), M1C1 and M1C2 interactions produced the highest

multiplication index.

Keywords: Tamarillo; germination; 1-Naphthaleneacetic acid; gelling agent, multiplication

stage.



Introduccion
Solanum betaceum Ilamado cominmente tamarillo, es una especie vegetal del territorio andino
(Zhao Li, Scott, Hemar, Zhang, & Otter, 2018). Esta especie es usada principalmente por sus
frutos comestibles con alto contenido nutricional (Orqueda et al., 2020). Se ha demostrado que
el fruto de tomate de &rbol posee sustancias fendlicas que dificultan la progresion del cancer
al interferir con cada una de las etapas de la carcinogénesis (Das, Avasthe, & Ghosh, 2018); y
gracias a su capacidad para acumular metales pesados como el cadmio, esta especie incluso
puede ser usada como indicador en estudios sobre contaminacion ambiental (Montero-Jiménez

etal., 2019).

En el Ecuador este cultivo presenta graves problemas fitosanitarios que ocasionan pérdidas
monetarias a poblaciones de bajos recursos econdmicos (Pérez, 2017), varios patdgenos se
propagan por semilla, principal método de propagacién convencional del tomate (Prohens &
Nuez, 2001); razén por la cual se busca producir plantas sanas via cultivo in vitro. La
produccién comercial de plantas mediante técnicas de micropropagacion, tiene varias ventajas
sobre los métodos tradicionales de propagacion a través de semillas, corte, injerto y capas de
aire, etc. Ademas de ser un proceso de propagacion rapida, puede conducir a la produccion de
plantas libres de patégenos (Hussain, Ahmed, Nazir, & Ullah, 2012). El cultivo de tejidos
vegetales debido a sus diversos beneficios se ha utilizado como una plataforma importante para
la produccion de metabolitos secundarios (Kolewe, Gaurav, & Roberts, 2008). Los cultivos de
callos han ganado potencial comercial para la fabricacion de metabolitos secundarios de

importancia terapéutica (Wu, Karioti, Rohr, Bilia, & Efferth, 2016).

Se pueden considerar diferentes tipos de cultivos, dependiendo del explante elegido; en el caso
del explante semilla se pueden aplicar tratamientos pregerminativos, antes o después de haberse
desarrollado un protocolo de desinfeccion, su objetivo es mejorar la tasa de germinacion sin

afectar el desarrollo de las plantulas, como el primer paso para el cultivo (Gonzélez-Lopez &
1



Casquero, 2014). Los procesos pregerminativos inducen un estado fisiologico particular en las
semillas, por lo que se han convertido en una estrategia prometedora para mejorar el

comportamiento de la planta en el campo (Lutts et al., 2016).

En la fase de introduccién, el objetivo es ubicar los explantes selectos en el medio de cultivo
evitando la contaminacién y proporcionando un entorno que promueva la germinacion o en el
caso de yemas, la produccion de brotes (Zimmerman, Griesbach, Hammerschlag, & Lawson,
1986). Al finalizar esta fase del cultivo de tejidos vegetales, se puede continuar con la etapa de
multiplicacién; se espera que cada explante se haya expandido en un grupo de pequefios brotes,
estos se separan y se trasplantan a un nuevo medio de cultivo, para maximizar la cantidad de

brotes producidos (Hartmann, Kester, Davies Jr., & Geneve, 2010).

El presente estudio fue conducido en el cultivo in vitro de tomate de arbol, para evaluar
tratamientos pregerminativos, diferenciar la respuesta de dos explantes en la fase de

introduccién y determinar el medio de cultivo 6ptimo en la fase de multiplicacion.

Como hipdtesis del trabajo, se plantea que el presente protocolo para introduccion y
multiplicacion, permite generar vitroplantas de Solanum betaceum con buen estado de sanidad

a partir de los explantes de semilla y yema.



Capitulo 1

1 Marco conceptual
1.1 Solanum betaceum

1.1.1 Localizacion mundial y nacional

El tomate de arbol (Solanum betaceum) es originario principalmente de Sudameérica (regiones
andinas de Colombia, Pert, Chile, Ecuador y Bolivia) (Wang & Zhu, 2020). Produce frutos
comestibles con un interesante mercado en crecimiento en su zona de origen, asi como en otras
partes del mundo (Orqueda et al., 2020). En nuestro pais, la mayoria de frutos son producidos
por pequefios y medianos productores de la Sierra, quienes se han visto limitados para
expansion del cultivo y la exportacion del fruto debido a su baja aptitud y susceptibilidad a

plagas y enfermedades (Arroyo et al., 2016).

1.1.2 Descripcion

El tomate de arbol es una especie de arbol pequefio o arbusto perenne (2-4 m de altura), del

género Solanum en la familia Solanaceae (Tropicos.org, 2020).

El arbol generalmente forma un solo tronco vertical con ramificaciones adyacentes, sus flores
tienden de estos (Prohens & Nuez, 2001). Sus hojas son simples, grandes, con un fuerte aroma
caracteristico, las flores son de color rosa blanquecino y forman grupos de 10 a 14; su fruto
pertenece al grupo de frutas semi-acidas, es una baya de forma ovoide de 4,5 a 7 cm de longitud
que presenta una coloracion naranja, roja, 0 morada cuando madura (Buono, Abdo, Hamity,

Ansonaud, & Ferreyra, 2019).

Los arboles comienzan a reproducirse dentro de los 12-18 meses de plantacion, alcanzando un

pico de produccidn a los 3-4 afios, que se mantiene hasta que la planta alcance los 8 afios, sin



embargo, si la planta esta bien manejada puede vivir y producir hasta los 12 afios (Acosta-

Quezada et al., 2016).

1.1.3 Importancia del cultivo

Ecuador tiene aproximadamente 40 sitios de produccion de tomate de arbol, con un area de
cultivo total de 260000 hectéareas, que son atendidas por una sola empacadora. En 2014, el
Ecuador export6 aproximadamente 5,1 toneladas métricas (Tm) de fruta fresca a Alemania,
Canadé, Espafia, Holanda, Italia y Japon en méas de 130 envios pequefios (Animal and Plant
Health Inspection Service USDA, 2018). La produccion nacional en 2010 fue de 10545 Tm en
balance con la produccion para el afio de 2015 que fue de 21163 Tm, duplicandose los datos

de superficie cosechada y produccion dentro de 5 afios (Davila, 2016).

1.1.3.1. Propiedades y beneficios

Los frutos del tomate de arbol son una fuente de compuestos bioactivos apreciados, como
acido rosmarinico, acidos cafeoilquinicos, taninos condensados, antocianinas, acido ascorbico
y fibra dietética soluble; sus valiosos compuestos también estan presentes en la piel, pulpa y
semillas en polvo, convirtiéndolos en una excelente fuente de nutracéuticos (Orqueda et al.,
2020). El tamarillo es considerado una especie con gran potencial nutricional y productivo, ya
que por ser un fruto infrecuente y privilegiado de los Andes, representa una opcion productiva

frente a las nuevas tendencias del comercio (Villares et al., 2018).

Los antioxidantes en las frutas de tomate de arbol, como las antocianinas, podrian funcionar
como aditivos alimentarios naturales que extienden la vida Util de los productos alimenticios
al prevenir o retrasar la oxidacion de los lipidos (Castro-Vargas, Benelli, Ferreira, & Parada-
Alfonso, 2013). Las hojas de la planta se usan en la medicina popular ecuatoriana como

remedio para el dolor de garganta (Walley & Knapp, 2011).



Segun las observaciones de laboratorio, los extractos de proteasa cruda de la fruta de tomate
de arbol se pueden usar como un agente de coagulacion similar al cuajo natural en geles de

leche desnatada reconstituidos, entre otros usos (Li, Scott, Otter, Zhou, & Hemar, 2018).

1.1.4. Problemas fitosanitarios

Revelo, Mora, Gallegos, & Garcés (2008), enlistan los siguientes problemas fitosanitarios en el
cultivo de Solanum betaceum: Colletotrichum gloeosporioides, viriosis, Phytophthora
infestans, Oidium sp., Fusarium solani, Leptoglossus zonatus, Alternaria sp., Fusarium
oxysporum, Sclerotinia sclerotiorum, Aphis sp., Meloidogyne incognita, Agrotis sp.,
Phyllophaga sp. Entre los problemas mencionados, los de mayor importancia econémica son

la Antracnosis y las virosis (Jaramillo, Alvarez, & Marin, 2012).

1.1.4.1. Antracnosis (Collectrichum gloeosporioides)

En el tomate de arbol, la antracnosis afecta directamente a la fruta, produciendo manchas
aceitosas que se vuelven negras a medida que crecen; en cultivos comerciales que reciben
aplicaciones continuas de fungicidas, las pérdidas varian del 10 al 25 % de la fruta cosechada;
cuando las medidas de manejo no son eficientes, las pérdidas pueden llegar hasta el 80 o
incluso el 100 % de la cosecha; este es, por lo tanto, el mas costoso de todos los problemas del
cultivo, muchas veces determina su abandono o sustitucion (Martinez, Hio, Osorio, & Torres,

2009).

1.1.4.2. Virosis

Es provocada por un grupo de al menos cuatro virus trascendentales (ToMV, PLRV, Potyvirus
y CMV) y otros que aparentemente presentan menores niveles de incidencia (ToRSV, AMV
y TSWV) (Jaramillo et al., 2012). En el Ecuador, los virus han sido responsables de pérdidas

de hasta del 50 % en algunos cultivos (Pérez, 2017).



1.1.5. Propagacion

1.1.5.1 Propagacion sexual

Aunque el tomate de arbol puede propagarse vegetativamente, el sistema de propagacion méas
comln y rutinario es por semillas (Prohens & Nuez, 2001). La etapa de germinacion
generalmente se completa en un periodo de 14 a 28 dias, dependiendo de la temperatura y el

tipo de sustrato de germinacion (Acosta-Quezada et al., 2016).

El porcentaje de germinacion suele ser bajo de no seleccionarse las semillas de los mejores
frutos y plantas madres (Morton & Dowling, 1987). Al ser plantas alégamas, la propagacion a
través de semillas no es una opcion viable para la multiplicacion de genotipos de élite (Rathore,
Yadav, Yadav, Kheni, & Jha, 2015). En las plantas derivadas de semillas, la produccion de
fruta comienza después de aproximadamente 18 meses, mientras que las plantas obtenidas de
esquejes alcanzan la madurez antes, favoreciendo con una produccién temprana (Correia &
Canhoto, 2012). Las semillas forman un habitat importante para los microorganismos,
albergando una amplia gama de microorganismos tanto patégenos como benéficos; pueden
tener un efecto persistente en plantas producidas a partir de estas (Shahzad, Khan, Bilal, Asaf,

& Lee, 2018).

1.1.5.2. Propagacion asexual

Esta se practica mediante esquejes e injertos de pua terminal que son enterrados en el
sustrato; se recomiendan portainjertos de especies resistentes a nematodos y pudrimiento
radicular, como Nicotiana glauca, Solanum auriculatum y Solanum hispidum (Feican-Mejia,

Encalada-Alvarado, & Becerril-Roman, 2016).

La reproduccidn asexual provoca la transmision de patdgenos causantes de enfermedades de

la planta madre a sus clones (Rathore et al., 2015). Esta es la razon por la que el tomate de



arbol se ha considerado un cultivo de productividad limitada, debido a la presencia de
problemas fitosanitarios transmitidos mediante los métodos tradicionales de propagacion, lo
que conduce a buscar métodos de mayor eficiencia como el cultivo in vitro (Criollo, Insuasti,

& Delgado, 2016).

1.2. Cultivo in vitro

1.2.1. Antecedentes del cultivo in vitro de Solanum betaceum

Obando & Jordan (2001), examinaron el potencial de regeneracion in vitro en tomate de arbol,
se observaron respuestas morfogénicas en una serie de érganos, principalmente a través de
embriogénesis somatica, brotes adventicios de explantes foliares y formacion de raices en
brotes axilares que conducen a plantulas; se observé oscurecimiento de las yemas axilares en

algunos tratamientos, lo cual termind en necrosis.

Contreras & Almeida (2003), llevaron a cabo la micropropagacion de plantas de Solanum
betaceum partiendo de cotiledones e hipocétilos, mas no se produjeron plantas completas

desde el explante yema.

Kahia et al. (2015), desarrollaron un protocolo de propagacion de tomate de arbol, el medio
suplementado con bencilaminopurina (BAP) 40 mM, fue el més efectivo para inducir brotes
multiples a partir de explantes foliares, produciendo 4,67 + 0,15 brotes por explante; las
plantulas regeneradas se trasplantaron al invernadero y se registro una tasa de supervivencia

del 90 %.

Se han establecido eficientemente cultivos embriogénicos en suspension comenzando con 40
mg de células en 20 mL de medio liquido. Ademas, han sido empleadas técnicas fluorométricas
y de espectrometria de masas para identificar proteinas extracelulares, su actividad hidrolitica

y las principales clases de proteasas secretadas en los medios de cultivos de callos



embriogénicos o callos no embriogénicos (Alves, Caeiro, Correia, Verissimo, & Canhoto,

2017).

En el estudio conducido por Copatti, Loy, Cruz, & Schwartz (2016), se analiz0 la respuesta de
tejido de Solanum betaceum previamente establecido in vitro a distintas concentraciones de
auxinas y citoquininas. Gran parte del trabajo realizado en tomate de arbol esta relacionado
con la induccion de embriogénesis somatica; la propagacion vegetativa atn sigue en desarrollo

(Correia & Canhoto, 2012).

1.2.2. Medio de cultivo

Los explantes se cultivan en un recipiente lleno de medio de cultivo estéril que contiene los
nutrientes necesarios, carbohidratos y reguladores del crecimiento; tanto el medio s6lido como
el liquido (Hussain et al., 2012), o combinaciones como los medios bicapicos. Otros
compuestos agregados para un proposito especifico son los aminoacidos, compuestos
organicos de nitrégeno, extractos vegetales y antibioticos, entre otros (T. J. Lee, Zobayed,

Firmani, & Park, 2019).

El medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) se usa ampliamente en el cultivo de tejidos
vegetales de muchas especies; este contiene sales principales (macronutrientes), sales menores

(micronutrientes), vitaminas y compuestos organicos (Trigiano & Gray, 2016).

El pH del medio es un factor esencial, puesto que impacta tanto el crecimiento de las plantas,
como el desemperio de los reguladores de crecimiento de las plantas; este se debe ajustar a un

valor entre 5,4 — 5,8 (Hussain et al., 2012).

Uno de los factores mas importantes para llevar al dominio en la tecnologia de cultivo de

células, tejidos y drganos se relaciona con la eleccion del medio de cultivo, ya que no existe



un medio ideal que apoye el desarrollo de todo espécimen de tejido (Ponmurugan & Kumar,

2012).

1.2.2.1. Estado fisico del medio de cultivo (Gelificante)

Se pueden usar 0 no agentes gelificantes en diversas proporciones para obtener diferentes
estados fisicos del medio de cultivo (Lee et al., 2017), que pueden ser liquido, semi sélido o
combinados (medio bicépico). Un medio bicépico, se conforma por una capa de medio
semisalido en la parte inferior, y una capa de medio liquido en la parte superior., proveyendo

caracteristicas de ambos estados.

El tipo de medio (liquido o semisdlido), puede afectar directamente el proceso de
enraizamiento. Aunque el medio liquido influye positivamente en la disponibilidad de agua,
nutrientes, hormonas y niveles de oxigeno, la gran mayoria de los protocolos para la

micropropagacion se han establecido en medios semisélidos (Souza & Pereira, 2007).

Para los medios gelificados, se ha usado el agar ampliamente ya que tiene propiedades
gelificantes convenientes y estabilidad durante el cultivo de tejidos, a pesar de su alto costo

(Lee et al., 2017).

Las principales diferencias entre los productos de agar se deben a las impurezas, su nivel y

composicion, que pueden variar segun los fabricantes (Titan Biotech Ltd, 2015).

También cabe mencionar que la usanza de productos gelificantes en los medios de cultivo
abarcan entre el 70 y 90 % del coste del medio, por lo cual los costos del cultivo in vitro

disminuyen considerablemente al usarse medios liquidos (Albany et al., 2015).



1.2.2.2. Reguladores de crecimiento

En cotejo con los animales, las plantas universalmente poseen un profundo nivel de
flexibilidad del desarrollo y muestran varios tipos de regeneracion de tejidos u érganos. Este
potencial regenerativo puede ser optimizado mediante reguladores de crecimiento in vitro
suministrados de manera exdgena, en donde el equilibrio entre la auxina y la citoquinina
determina el destino del desarrollo de los 6rganos en regeneracion (lkeuchi, Ogawa, lwase, &
Sugimoto, 2016). Debido a los primeros intentos de cultivar células vegetales o tejidos in vitro,
se demostrd que estas dos fitohormonas, desempefian papeles importantes en la estimulacion
de la divisién celular y la vigilancia de la progresion del ciclo celular. Generalmente, una
relacion auxina:citoquinina de 10:1, induce el rapido crecimiento de callo indiferenciado, una
relacion de 100:1 conduce al desarrollo de la raiz y una relacién de 4 favorece el desarrollo de

los brotes (Lima, da Silva Campos, Willadino, Camara, & Vianello, 2012).

En general, la literatura informa sobre el uso de auxinas, citoquininas, giberelinas y diferentes
interacciones, para fomentar el desarrollo in vitro de érganos especificos. Las plantas enteras
o pléantulas, cultivos de 6rganos o cultivos en suspensién desdiferenciados propagados a partir
de callos, pueden cultivarse asépticamente en un medio de cultivo definido; estos diferentes
tipos de cultivos in vitro se pueden interconvertir utilizando técnicas establecidas, la mayoria
de las cuales dependen de concentraciones especificas de reguladores de crecimiento

(Chandra, Lata, & Varma, 2012).

1.2.2.2.1. Auxinas

La auxina es una hormona vegetal esencial conocida por proporcionar informacion direccional
y posicional para el desarrollo anatémico y fisiologico de las plantas (Yan, Wang, Zhou, &

Hao, 2018). Se han identificado cuatro auxinas nativas en plantas, siendo el acido indol-3-
10



acetico (AlA) la forma mas abundante; la distribucidn de auxina dentro de los tejidos vegetales
esta regulada por las vias de biosintesis, inactivacion y transporte (Lavy & Estelle, 2016). Se
creia que la auxina se sintetizaba, conjugaba y degradaba principalmente en el citoplasma;
recientemente, se ha descubierto que este proceso también ocurre en organulos subcelulares,

como el reticulo endoplasmico o la vacuola (Casanova-Saez & VoR, 2019).

Las auxinas son termoestables a 110-120 °C por hasta 1 h; sin embargo, AlA es destruido por
pH bajo, luz, oxigeno y peréxidos. Las auxinas sintéticas como el 4&cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y &cido 1-naftalenacético (ANA), son mas estables que AlA, que
es la auxina natural (Smith, 2013). Las auxinas se usan generalmente en cultivos de células
vegetales en un rango de concentracion de 0,01-10 ppm; cuando Sse agregan en concentraciones
apropiadas, son capaces de controlar el crecimiento celular, la turgencia de los tejidos, la
division de las células, el desarrollo de raices de anclaje, la contencion de la formacion de

brotes, la induccion de embriogénesis y callogénesis (Ponmurugan & Kumar, 2012).

Dado que la division y expansion celular requiere una regulacion espacio-temporal, una
distribucion adecuada de auxina a través del tejido es muy importante para coordinar el
crecimiento y el desarrollo del tejido; la homeostasis de las auxinas esta asegurada no solo por
el transporte apropiado, sino que también implica biosintesis de novo, conjugacion,
almacenamiento, oxidacion y catabolismo, todo lo cual debe realizarse de manera coordinada
(Olatunji, Geelen, & Verstraeten, 2017). La mayoria de las células vegetales requieren las
auxinas AIA, ANA, 2,4-D o Acido indolbutirico (AIB) para la division y el inicio del
enraizamiento; a altas concentraciones, la auxina puede suprimir la morfogénesis. La auxina
2,4-D se usa ampliamente para la induccion de callos; AIA, AIB y ANA se usan para la
induccidn de raices y brotes (Sakina, Syaiful Anwar, & Kusmiyati, 2019; Weijers, Nemhauser,

& Yang, 2018).
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Acido 1-naftalenacético

El regulador de crecimiento ANA ha sido principalmente usado por su importancia en la
proliferacion celular in vitro; siendo demostrada su accion en el aumento del indice de
multiplicacion en cultivares como orquideas del género Dendrobium (EImongy, Cao, Zhou, &

Xia, 2018).

1.2.3. Fases del cultivo in vitro

1.2.3.1. Protocolo de desinfeccion

La desinfeccidn del material vegetal es uno de los pasos mas importantes del protocolo de
cultivo de tejidos. En este proceso, se intenta eliminar los contaminantes microbianos de la
superficie y el interior del material vegetal, lo que le da al explante una oportunidad de
sobrevivir in vitro (Teixeira, Winarto, Dobranszki, & Songjun, 2015). Este proceso debe ser
eficiente para eliminar contaminantes, con un dafio minimo a las células vegetales (lliev,

Gajdosova, Libiakova, & Jain, 2010).

El brote vegetativo sirve como un buen material de partida (explante) para el cultivo in vitro
de plantas; sin embargo, las fuertes cargas de contaminacion microbiana como las bacterias y
las esporas de hongos que albergan, especialmente las yemas axilares, hacen problematico el
establecimiento de cultivos in vitro; este problema de contaminacion microbiana generalmente
se supera mediante la desinfeccion efectiva de los explantes en la superficie, entre otras

técnicas asépticas (Bello, Esan, & Obembe, 2018).

Tradicionalmente, el método de desinfeccion utiliza soluciones de hipoclorito de sodio, que
generalmente representa una buena opcion para la limpieza de tejidos. Sin embargo, ese
procedimiento depende de varios factores, incluyendo la fuente del explante, la edad de la

planta madre, la variedad y el genotipo (Lazo-Javalera et al., 2016).
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1.2.3.2. Protocolo pregerminativo

En el caso del explante semilla se pueden aplicar tratamientos pregerminativos, antes o después
de haberse desarrollado un protocolo de desinfeccion. El objetivo de un protocolo
pregerminativo es mejorar la tasa de germinacion sin afectar el desarrollo de las plantulas,

como el primer paso para el cultivo (Gonzélez-L6opez & Casquero, 2014).

La estructura dura de la cubierta de la semilla puede ser la razén de la latencia de la semilla
dependiendo de la especie, lo que dificulta la absorcion de agua durante la germinacion;
tratamientos de escarificacion fisica, mecanica o quimicason Uutiles para resolver las
condiciones de latencia en las semillas (Al Zoubi, 2020). La utilizacion de procedimientos para
acabar con la latencia del tegumento causa una buena respuesta al tiempo y un porcentaje mayor
de germinacion, una de las estrategias es hidratar las semillas durante 24 h a temperatura

ambiente (Abril-Saltos, Ruiz-Vasquez, Alonso-Lazo, & Cabrera-Murillo, 2017).

La eficiencia del procedimiento de escarificacion depende de la habilidad y la préctica del
técnico; si la escarificacion es demasiado profunda, puede dafar el eje embrionario o, si es
demasiado superficial, puede no ser suficiente para superar las barreras mecanicas que bloguean

la germinacion de las semillas (Martins, da Silva, Durigan, & Vieira, 2019).

Los procesos pregerminativos inducen un estado fisioldgico particular en las semillas y se han
convertido en una estrategia prometedora para mejorar el comportamiento de la planta en el
campo; existe un gran interés para los agricultores y las compafiias de semillas para encontrar
tratamientos pregerminativos baratos adecuados, pero también para identificar con precision
las propiedades agronémicas mejoradas como resultado de la aplicacion de estos en especies

cultivadas (Lutts et al., 2016).
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1.2.3.3. Fase de establecimiento in vitro

La meta de esta etapa es colocar los explantes seleccionados en el medio de cultivo evitando
la contaminacion y proporcionando un entorno que promueva la germinacion o la produccion

de brotes (Zimmerman et al., 1986).

Dependiendo del tipo de explante, la formacion de brotes puede iniciarse a partir de yemas
apicales y axilares; también semillas sexuales, hojas o peciolos (Murillo-Gémez, Hoyos, &
Chavarriaga, 2017). Por lo general, se requieren de 4 a 6 semanas para completar esta etapa y

generar explantes que estén listos para pasar a la siguiente etapa (Hartmann et al., 2010).

1.2.3.4. Fases de multiplicacion y enraizamiento

En la etapa de la multiplicacion, cada explante se ha expandido en un grupo de pequefios
brotes; estos se separan y se trasplantan a un nuevo medio de cultivo, se busca maximizar la
cantidad de brotes producidos (Hartmann et al., 2010). La etapa de enraizamiento puede
ocurrir simultaneamente en los mismos medios de cultivo utilizados para la multiplicacion de
los explantes; en algunos casos es necesario cambiar los medios, incluida la modificacién
nutricional y la composicién del regulador del crecimiento, para inducir el enraizamiento y el

desarrollo de un fuerte crecimiento de la raiz (Hussain et al., 2012).

1.2.3.5. Fase de aclimatacion

En el caso de las plantas regeneradas in vitro, estas requieren someterse a un proceso de
adaptacion (aclimatacion) en el invernadero antes de la transferencia a condiciones de campo,
para lo cual es necesaria la eleccion de un sustrato y vigilancia de las condiciones climaticas,
adecuados, para la especie con la que se trabaja (Loyola-Vargas & Ochoa-Alejo, 2018). Los
brotes desarrollados en el cultivo in vitro a menudo se han producido en alta humedad y baja

intensidad de luz, lo que hace que sus hojas posean menos ceras epicuticulares con una
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composicién quimica alterada (falta de cera superficial) a comparacién de las plantas
cultivadas en el campo; y en algunas plantas, los estomas de las hojas producidas in vitro
también pueden ser atipicos e incapaces de cerrarse por completo bajo una humedad relativa
baja (Ehirim et al., 2014). En esta fase, los ajustes estructurales y fisioldgicos de las plantulas
a las condiciones ex vitro son cruciales para el éxito en campo (Santa Cruz, Graciano-Ribeiro,
Batista, Aquino, & Copati, 2006). Las decisiones tomadas en esta fase son de critica
importancia debido a la diferencia entre las condiciones in vitro y las de invernadero (Suryani

& Sari, 2019), con la finalidad de aclimatar plantas exitosamente.
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Capitulo 2

2 Metodologia
2.1 Localizacion
El proyecto fue desarrollado en la Universidad Politécnica Salesiana, en el laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la carrera de Biotecnologia de los Recursos Naturales, situado en la
provincia de Pichincha, del canton Quito, Parrogquia el Girdn. Las vitroplantas fueron
mantenidas en la cdmara de crecimiento bajo condiciones controladas con un fotoperiodo de

16/8 y una temperatura de 24+2 °C.

2.2 Eleccion del explante y Protocolo de desinfeccion

El material vegetal de partida fue semillas y yemas de Solanum betaceum. Las semillas se

adquirieron en el cantén Quito.

Las yemas fueron obtenidas de vitroplantas previamente aclimatadas, de 9 meses de edad,
mantenidas bajo invernadero en la provincia de Pichincha, canton Quito (Figura 1). Para el
traslado de las yemas hasta el laboratorio se cortaron varetas de 30 cm de longitud, todas las
hojas y yemas apicales se removieron; las varetas se envolvieron en papel periodico y se
humedecieron con la ayuda de un atomizador y agua corriente. La recoleccion del material
vegetal se realizo 4 horas antes de la siembra en el medio de cultivo para reducir el riesgo de

fenolizacion de los tejidos.
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Figura 1. Plantas madre aclimatadas para la obtencion de yemas de Solanum betaceum. A) Plantas de 5
meses de edad en fase de aclimatacion. B) Plantas de 6 meses de edad aclimatadas a sustrato.

Elaborado por: La autora, 2020

2.2.1 Protocolo de desinfecciéon de semillas

En el protocolo de desinfeccion las semillas se inmergieron en yodo al 1,33 % durante 15
minutos, a continuacion, se efectuaron 3 lavados con agua destilada estéril. Las mismas se
sumergieron en hipoclorito de sodio al 1,5 % v/v por 10 minutos, se ejecutaron 5 lavados con
agua destilada estéril. De acuerdo al procedimiento realizado por Criollo et al. (2016), la
siembra de estas semillas se realiz6 en cabina de flujo, anticipadamente desinfectada con
alcohol al 70 % y exposicion a luz ultravioleta (UV) a lo largo de 15 min, contiguo al

instrumental a manejar.
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2.2.2 Protocolo de desinfeccion de yemas

Las varetas de 30 cm se cortaron por la mitad y enjuagaron con agua corriente, fueron
colocadas en un recipiente de 2 L de capacidad con solucion de detergente en polvo al 1 %
P/V, en agitacion constante por 10 minutos. Se redujo la longitud de los explantes a 3 cm y
estos se sumergieron en una solucion antioxidante compuesta de 100 ppm de Acido citrico y
100 ppm de Acido ascérbico (solucion de enjuague) (Figura 2). A continuacion, los explantes
fueron sumergidos en alcohol al 70 % durante 30 segundos, seguido por un enjuague, luego se
realiz6 una sumersion en tintura de yodo al 1,3 % durante 30 segundos; y se enjuago
nuevamente. Finalmente, los explantes se mantuvieron por 15 segundos en una solucion de

Sulfato de cobre pentahidratado 1 mL/L para luego ser enjuagados.

Figura 2. Explantes nodales de Solanum betaceum,
durante el protocolo de desinfeccion.

Elaborado por: La autora, 2020
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2.3 Protocolo Pregerminativo

Se contrastaron tres tratamientos pregerminativos sobre las semillas, previo a la fase de
introduccién con la finalidad de obtener un mayor porcentaje de germinacion.
2.3.1 Tratamientos
Con la finalidad de determinar el mejor tratamiento pregerminativo, se evaluaron 3 protocolos,
basados en el uso de imbibicion en agua destilada estéril, agua oxigenada de 10 volimenes, y

escarificacion (Tabla 1). Las semillas de Solanum betaceum fueron sembradas en medio MS

(MS519) con concentracion de sales al 50 %.

Tabla 1.

Tratamientos pregerminativos en semillas de Solanum betaceum.

Nomenclatura Tratamiento pregerminativo (PG)

PG1 Agua oxigenada 10 vol. por 5 min con imbibicion de 48 horas y lavado

de lixiviado a las 24 horas

PG2 Escarificacion e imbibicion por 24 horas
PG3 Imbibicion por 24 horas
PGO Testigo

Elaborado por: La autora, 2019

2.3.2 Unidad experimental

La unidad experimental estuvo conformada por tubos Pyrex de 2 cm de diametro con tapa

rosca de 40 mL de volumen, con 2 semillas y 10 mL de medio de cultivo.
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2.3.3 Anadlisis estadistico

2.3.3.1 Disefo experimental

Se utilizd6 un Disefio Completamente al Azar (DCA), con 13 repeticiones para cada

tratamiento.

2.3.3.2 Andlisis para prueba de normalidad

La prueba empleada para detectar las variables paramétricas y las variables no paramétricas

fue el anélisis de Shapiro Wilks, bajo el software InfoStat.

2.3.3.3 Kruskal-Wallis

La prueba de Kruskal-Wallis permitié analizar si las diferencias encontradas fueron o no
significativas al 5 %. Una vez que se ha determinado que existen diferencias significativas

entre las medianas, la prueba de rango post hoc permitié determinar qué medianas difieren.

2.3.4 Variables y métodos de evaluacion

2.3.4.1 Dias de germinacion

La germinacion fue evaluada cada 3 dias, mediante observacion sistémica, durante 48 dias

después de la siembra. Se contabilizé el nimero de dias al que la semilla emitio la radicula.

2.3.4.2 Porcentaje de germinacién

El porcentaje de germinacion se obtuvo al cuantificar las semillas que han emitido la radicula
en relacion con la poblacion total de cada tratamiento pregerminativo por 100. Se evalto cada

3 dias.
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2.3.4.3 Numero de hojas

Se contd el nimero de hojas (diametro minimo 0,8 cm) por explante cada 7 dias, a través de

observacion sistémica hasta los 48 dias después de la siembra.

2.3.4.4 Color de las hojas

La variable fue medida con una escala creada a partir de los colores observados en la lamina de
la hoja Solanum betaceum, basada en el sistema de definicién croméatica llamado Pantone. Se
calificé con 0 a las hojas cloréticas y la coloracion verde oscura (PMS Pantone 364) fue

valorada con 5, conforme se describe en la Figura 3. Se evalu6 a los 48 dias de iniciada la fase.

PMS PMS PMS PMS PMS
Pantone 398  Pantone 392  Pantone 378  Pantone 371 Pantone 364

1 2 | 3 | 4 | 5

Figura 3. Escala colorimétrica para la variable color de hojas de Solanum betaceum.

Elaborado por: La autora, 2020

Fuente: Pantone (2017)

2.3.4.4 Porcentaje de contaminacion bacteriana

El porcentaje de contaminacion bacteriana se obtuvo mediante observacion sistémica al
cuantificarse las unidades experimentales con colonias (masas bacterianas en forma de
pliegues, halos o rosetas) alrededor de los explantes o en el medio de cultivo, en relacion con
la poblacion total de cada tratamiento pregerminativo por 100. Se evaluo cada 3 dias hasta el

final de la fase.
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2.3.4.4 Porcentaje de contaminacion fungica

El porcentaje de contaminacion fangica se obtuvo mediante observacion sistémica al
cuantificarse las unidades experimentales con colonias aisladas o alrededor de los explantes,
en relacion con la poblacidn total de cada tratamiento pregerminativo por 100. Se evaluo cada

3 dias hasta el final de la fase.

2.3.4.5 Porcentaje de fenolizacién

El porcentaje de fenolizacion se obtuvo mediante observacion sistémica al cuantificarse las
unidades experimentales que presentaron oscurecimiento de los tejidos y/o el medio de cultivo,
como signo de la presencia de oxidacion fendlica, en relacion a la poblacion total de cada

tratamiento pregerminativo por 100. Se evaluo cada 3 dias hasta finalizar la fase.

2.4 Fase de Introduccion

Para la fase de introduccidn se usé el medio MS (MS519) con concentracion de sales al 50 %.
El medio fue enriquecido con 20 g/L de sucrosa, 6 g/L de Phyto Agar, y 50 ppm de éacido

citrico.

2.4.1 Tratamientos

Con la finalidad de determinar el mejor explante, se evalud: semilla y yema (Tabla 2), en el

medio previamente descrito.

22



Tabla 2.

Tratamientos para evaluacion de respuesta de dos explantes de Solanum betaceum.

Nomenclatura  Explante

S Semilla

Y Yema

Elaborado por: La autora, 2019

2.4.2 Unidad experimental

La unidad experimental estuvo conformada por un tubo Pyrex de 2 cm de didmetro con tapa
rosca de 40 mL de volumen, conteniendo una yema o dos semillas y 10 mL de medio de

cultivo.

2.4.3 Andlisis estadistico

2.4.3.1 Disefio experimental

Se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA) con 76 repeticiones para cada tratamiento.

2.4.3.2 Andlisis para prueba de normalidad

La prueba empleada para detectar las variables paramétricas y las variables no paramétricas

fue el analisis de Shapiro Wilks, bajo el software InfoStat.

2.4.3.3 Kruskal-Wallis

La prueba de Kruskal-Wallis permitié analizar si las diferencias encontradas fueron o no
significativas al 5 %. Una vez que se ha concluido la existencia de diferencias significativas

entre las medianas, la prueba de rango post hoc permitié determinar qué medianas difieren.
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2.4.4 Variables y métodos de evaluacion

2.4.4.1 Porcentaje de respuesta

Se valoré el porcentaje de respuesta al final de la fase, se estimé con 1 al explante con respuesta

(germinacion en el caso de semillas y brotacion para yemas) y con 0 la ausencia de respuesta.

2.4.4.2 Namero de hojas

Se contd el nimero de hojas (diametro minimo 0,8 cm) por explante cada 7 dias, a través de

observacion sistémica durante 19 dias.

2.4.4.3 Color de las hojas

La variable fue medida con una escala creada a partir de los colores observados en la lamina
de la hoja Solanum betaceum, basada en el sistema de definicién cromética llamado Pantone,
se calificd con 0 a las hojas cloréticas y la coloracion verde oscura (PMS Pantone 364) fue

valorada con 5, conforme se describe en la Figura 3. Se evalué a los 19 dias de iniciada la fase.

2.4.4.4 Porcentaje de Callogénesis

El porcentaje de callogénesis se obtuvo mediante observacion sistémica hasta el final de la
fase. Se cont6 la cantidad de unidades experimentales con presencia de tejido callogénico
(masa de células no diferenciadas), en relacion con el total de la poblacion para cada

tratamiento por 100. Se evalud cada 7 dias.

2.4.4.5 Porcentaje de contaminacién bacteriana

El porcentaje de contaminacion bacteriana se obtuvo mediante observacién sistémica al
cuantificarse las unidades experimentales con colonias (masas bacterianas en forma de
pliegues, halos o rosetas) alrededor de los explantes o en el medio de cultivo, en relacion con

la poblacion total para cada tratamiento por 100. Se evalud cada 7 dias hasta el final de la fase.
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2.4.4.6 Porcentaje de contaminacion fungica

El porcentaje de contaminacion fangica se obtuvo mediante observacion sistémica al
cuantificarse las unidades experimentales con colonias aisladas o alrededor de los explantes,

en relacion porcentual. Se evaluo cada 7 dias hasta el final de la fase.

2.4.4.7 Porcentaje de fenolizacion

El porcentaje de fenolizacion se obtuvo mediante observacion sistémica hasta el final de la
fase. Se conto la cantidad de unidades experimentales con oscurecimiento de los tejidos como

signo de la presencia de oxidacion fendlica, en relacion porcentual. Se evalu6 cada 7 dias.

2.5 Fase de Multiplicacion

Los explantes provenientes de la etapa de introduccion, se cultivaron en medio MS enriquecido
con sucrosa 20 g/L, carbon activado 1 g/L, Phyto Agar 6 g/L y acido citrico 50 ppm; con la

finalidad de favorecer el indice de multiplicacion.

2.5.1 Factores de estudio

a) Dos estados fisicos del medio de cultivo: Medio semisélido y Medio bicapico.
b) Tres concentraciones de ANA: 0 ppm, 0,5 ppm, y 1ppm.

2.5.2 Tratamientos

Con la finalidad de determinar el medio de cultivo Optimo, se sembraron explantes
provenientes de la fase previa en medio MS, en estado fisico semisodlido y bicapico, con tres

concentraciones de acido 1-naftalenacético (Tabla 3).
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Tabla 3.

Estado fisico del medio de cultivo y concentraciones de ANA, evaluados durante la fase de

multiplicacién de Solanum betaceum.

Nomenclatura Estado fisico del medio de cultivo ANA (ppm)

M1C1 Medio semisolido 0
M1C2 Medio semisolido 0,5
M1C3 Medio semisolido 1
M2C1 Medio bicéapico 0
M2C2 Medio bicéapico 0,5
M2C3 Medio bicéapico 1

Elaborado por: La autora, 2019

2.5.3 Unidad experimental

Estuvo conformada por un contenedor plastico con tapa de 1 L de capacidad, conteniendo 3

explantes vegetativos y 100 mL de medio de cultivo.

2.5.4 Analisis estadistico
2.5.4.1 Disefo experimental

Se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA), dispuesto en arreglo factorial 2x3 (2
estados fisicos del medio de cultivo por 3 concentraciones de ANA), con 3 repeticiones para

cada tratamiento.

2.5.4.2 Andlisis para prueba de normalidad

La prueba empleada para detectar las variables paramétricas y las variables no paramétricas

fue el andlisis de Shapiro Wilks, bajo el software InfoStat.
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2.5.4.3 Kruskal-Wallis

La prueba de Kruskal-Wallis permitio analizar si las diferencias encontradas fueron o no
significativas al 5 %. Una vez que se ha concluido la existencia de diferencias significativas

entre las medianas, la prueba de rango post hoc permitio determinar qué medianas difieren.

2.5.5 Variables y métodos de evaluacion

2.5.5.1 Porcentaje de brotacion

Se determind la brotacidn (aparicion de pequefias hojas iniciales) en una relacion porcentual
de las mismas frente a la poblacion total de cada tratamiento. Se evalué cada 15 dias durante

4 semanas.

2.5.5.2 Numero de hojas

Se contd el nimero de hojas (didametro minimo 0,8 cm) por explante cada 15 dias, a través de

observacion sistémica hasta finalizar esta fase, durante 4 semanas.

2.5.5.3 Color de las hojas

La variable fue medida con una escala creada a partir de los colores observados en la ldmina
de la hoja de Solanum betaceum, basada en el sistema de definicion cromética llamado
Pantone, se califico con 0 a las hojas cloroticas y coloracion verde oscura (PMS Pantone 364)
fue valorada con 5, conforme se describe en la Figura 3. Se evalu6 una sola vez, al finalizar la

fase.

2.5.5.4 Porcentaje de contaminacién bacteriana

Se evalué la presencia de masas bacterianas en forma de pliegues, halos o rosetas, mediante
observacion sistémica. Se cuantificaron las unidades experimentales con colonias alrededor de

los explantes 0 en el medio de cultivo, en relacion porcentual de las mismas frente a la
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poblacion total de cada tratamiento. Se evaluo cada 15 dias hasta el final de la fase, durante 4

semanas.

2.5.5.5 Porcentaje de contaminacion fangica

El porcentaje de contaminacion fungica se obtuvo mediante observacion sistémica al
cuantificarse las unidades experimentales con colonias aisladas o alrededor de los explantes,
en relacion con la poblacion total para cada tratamiento por 100. Se evalu6 cada 15 dias hasta

el final de la fase, durante 4 semanas.

2.5.5.6 Porcentaje de fenolizacion

El porcentaje de fenolizacidn se obtuvo mediante observacion sistémica hasta el final de la fase.
Se conto la cantidad de unidades experimentales con oscurecimiento de los tejidos como signo
de la presencia de oxidacién fendlica, en relacion con la poblacién total para cada tratamiento

por 100. Se evalud cada 15 dias.

2.5.5.7 Indice de multiplicacion

Fue calculado como el promedio de yemas por explante, para cada tratamiento. Se evalu6 al

finalizar la fase.
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Capitulo 3

3 Resultados y discusion

3.1 Tratamientos pregerminativos

En esta fase, se evaluaron tres tratamientos aplicados sobre semillas de Solanum betaceum,
basados en el uso de imbibicion en agua destilada estéril, agua oxigenada de 10 volimenes, y
escarificacion (Tabla 1); valorando las variables dias a la germinacién, porcentaje de
germinacion, numero de hojas, color de hojas, porcentaje de contaminacion bacteriana,

porcentaje de contaminacion fangica y porcentaje de fenolizacion.

Tabla 4.

Medianas para las variables dias a la germinacion, porcentaje de germinacién, nimero de hojas,
color de hojas y porcentaje de contaminacion bacteriana en semillas de Solanum betaceum, para

los tratamientos pregerminativos.
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PG1 48¢c Oa Oa Oa 0b
PG2 48bc Oab Oab Oab Oa
PG3 12a 100b 2b 4.5b Oa

PGO: testigo. PG1: agua oxigenada 10 vol. por 5 min, imbibicion de 48 h en agua destilada estéril, lavado de
lixiviado a las 24 h. PG2: escarificacidn e imbibicion en agua destilada estéril 24 h. PG3: imbibicién 24 h en agua
destilada estéril. Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (Prueba de Kruskal-
Wallis con comparaciones multiples p < 0,05).

Elaborado por: La autora, 2020
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Se determind que para las variables dias de germinacion, porcentaje de germinacion, niUmero
de hojas, color de hojas y porcentaje de contaminacién bacteriana, existio diferencia
significativa (Prueba de Kruskal-Wallis con comparaciones multiples p < 0,05); por el
contrario, la variable porcentaje de contaminacion fangica y el porcentaje de fenolizacion
presentaron una mediana de 0 % por lo que resultaron no tener diferencia significativa (Prueba

de Kruskal-Wallis con comparaciones multiples p > 0,05) (Tabla 4, Anexo 1).

3.1.1. Germinacion
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Figura 4. Gréficos box plot para A) Dias a la germinacién y B) Porcentaje de germinacion, en la evaluacion
de protocolos pregerminativos en Solanum betaceum.
Elaborado por: La autora, 2020

Para los dias de germinacion se detectaron 3 rangos de significancia y para el porcentaje de
germinacion 2 rangos (Tabla 4), el tratamiento pregerminativo PG3 mostrd el menor nimero
de dias para la germinacion con una mediana de 12 dias, ademas conforme la Figura 4a se
observa que la mitad de la poblacion germino entre los 3 y 12 dias, y su mediana alcanzo el
100 % de germinacion (Tabla 4, Figura 4B), es decir que este tratamiento fue precoz en
comparacion a los demas, se atribuye esta respuesta al tiempo de hidratacion durante 24 horas;
lo que concuerda con varios autores que reportan un incremento en la germinacién gracias a
tratamientos pregerminativos que involucraron hidratacion de las semillas (Fallah,
Malekzadeh, & Pessarakli, 2018; Gornik & Lahuta, 2017; Noorhosseini, Jokar, & Damalas,

2018). Lutts et al. (2016), sefialan que durante la imbibicion de la semilla, la actividad
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meristematica es limitada; sin embargo, ya se produce preparacion para la division celular. De
esta manera, la imbibicion activa procesos metabolicos como la hidrdlisis, la activacion de
enzimas Yy la ruptura de la latencia en la semilla; lo antes mencionado, favorece la expansion
del embrion y una disminucién significativa en el tiempo de emergencia de la radicula
(Ogbuehi, Madukwe, & Ashilonu, 2013). El presente estudio presenta mayor precocidad en
comparacion con los resultados de Murillo-Gomez, Hoyos, & Chavarriaga (2017), quienes
reportan el inicio de la germinacion a los 15 dias aproximadamente, en dicho estudio
germinaron 57,5 % de las semillas de Solanum betaceum; estas fueron escarificadas y
sembradas en medio MS con 3 ppm de BAP. Bewley, Bradford, Hilhorst, & Nonogaki (2013),
afirman que esta mejora inducida respecto a la germinacion, se basa en el efecto de la
hidratacidn sobre la activacion de los mecanismos de reparacion del ADN, la sincronizacién

del ciclo celular en G2 y la preparacion para la division celular.
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Figura 5. Dinamica de germinacion (%) respecto a protocolos pregerminativos evaluados en semillas
de Solanum betaceum, durante 48 dias.

Elaborado por: La autora, 2020
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Desde la segunda semana PG3 ya mostré un mayor porcentaje de germinacion promedio en
contraste con los demas protocolos (Figura 5); seguido por el tratamiento testigo (PGO) que
empez6 con una respuesta elevada, sin embargo, a partir de los 33 dias, no existio diferencia
entre este y PG2; aunque se esperaba que la escarificacion optimizara la respuesta germinativa
al facilitar la absorcion de agua, PG2 no presentd una mejor respuesta. Coincidiendo con autores
que afirman que la escarificacion puede provocar dafios en el embrion, plantulas anormales y
semillas muertas (Chaodumrikul, Kaewsorn, Chulaka, & Chanprasert, 2016). Ademas, en la
mayoria de las especies estudiadas la escarificacion no es el tratamiento que consigue 100 %
de germinacion; necesitdndose otros procedimientos pregerminativos, o la combinacion con
otros factores que rompan la dormancia, como la iluminacion, la refrigeracion, el shock térmico,

entre otros (Bradbeer, 2013).

El tratamiento PG1 present6 el porcentaje de germinacion mas bajo (Figura 5), esta
caracteristica podria atribuirse al tiempo de imbibicién, que fue mayor en comparacion a los
demas tratamientos; Trigiano & Gray (2016), sefialan que un exceso de la cantidad de agua
disponible en la imbibicion puede afectar negativamente la velocidad de la eliminacion de la
dormancia en semillas germinadas in vitro; coincidiendo con Trimble (2007), quien indica que
la imbibicion de la semilla inicia la germinacion, en la que el agua y el oxigeno son necesarios
para mantener el proceso en ruedo, pero un exceso de agua alrededor de la semilla, puede causar
un suministro de oxigeno insuficiente para las células que estaban creciendo y dividiendose

rapidamente, lo cual detendria el proceso germinativo.
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3.1.2 Numero y color de hojas
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Figura 6. Graficos box plot para las variables A) nimero de hojas y B) color de hojas, durante la evaluacién de
protocolos pregerminativos en Solanum betaceum.

Elaborado por: La autora, 2020

Para el nimero y color de las hojas se detectaron 2 rangos de significancia (Tabla 4), el
tratamiento pregerminativo PG3 mostro el mayor nimero de hojas, con una mediana de 2 hojas
por explante (Figura 6A), y el mejor color, con una mediana de 4,5 en la escala de color (Figura
6B), lo que significa que las hojas presentaron un color verde oscuro (Figura 3). Los demas
tratamientos, presentaron una mediana igual a 0 para ambas variables. EI mayor promedio de
namero de hojas (2,3) presentados en el tratamiento PG3 (Figura 7), se puede atribuir, a la
ventaja en el tiempo que obtuvo este tratamiento, debido a la precocidad en la germinacién
(Figura 5), lo que favorecio a los mecanismos metabdlicos y morfogenéticos de las vitroplantas.
El proceso de germinacién precoz ha sido considerado una caracteristica a evitarse por algunos
autores (Hugo Cota-Sanchez, 2018; Welbaum, 1999); sin embargo otras investigaciones
sefialan que las plantas producidas por germinacion precoz inducida no se vieron afectadas
morfolégicamente y el tiempo de germinacién se redujo favorablemente (Cook, Adams,

Hedley, Ambrose, & Wang, 1988; Flores & Sgrignoli, 1991).
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Figura 7. Promedio del nimero de hojas respecto a protocolos pregerminativos evaluados en
semillas de Solanum betaceum, durante 48 dias.

Elaborado por: La autora ,2020

Un color verde oscuro (4,5) en el limbo de las hojas (Tabla 4), es considerado un signo de
sanidad en plantas de Solanum betaceum. El color de las hojas de una planta es un indicador de
salud y vigor, verde mas profundo indica una concentracién mas alta de clorofila, permitiendo
una mayor eficiencia en la transformacion de la energia solar en glucosa (Zhang et al., 2017).
Casierra-Posada, Pefia-Olmos, & Ulrichs (2011), también concluyen que concurre una gran
relacién entre la coloracién y el indice de clorofila. Un color verde de baja intensidad en la
lamina de las hojas, debido a un contenido insuficiente de clorofila, puede ser signo de estrés o
senescencia en las plantas (Shankar, Gupta, & Singh, 2019). Ademas, el color de la hoja es uno
de los parametros mas importantes para los productores del fruto, desempefia un papel crucial

en la eleccion, preferencia y aceptabilidad de las plantas (Sarker & Oba, 2018).
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3.1.3 Contaminacion bacteriana
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Figura 8. Gréfico box plot para porcentaje de contaminacién bacteriana
evaluado durante fase de protocolos pregerminativos en Solanum
betaceum.

Elaborado por: La autora, 2020

Para la variable contaminacion bacteriana se detectaron 2 rangos de significancia (Tabla 4), el
Unico tratamiento que presentd 100 % de contaminacion bacteriana fue el tratamiento PG1
(Figura 8), esta caracteristica podria deberse a una fuente microbiana exdgena que entraria en
contacto con las semillas al realizarse el cambio de agua destilada a las 24 horas (proceso que
no se realizd en el resto de tratamientos); Farooq, Wahid, & Siddique (2012), consideran al
proceso de imbibicion con lavado de lixiviado como una posible fuente de contaminacion.
Asimismo Ma (2019), indica que el almacenar semillas que conservan su cubierta, bajo

hidratacién, mantiene generalmente una alta viabilidad microbiana.

3.2 Fase de introduccion

En esta fase, se evalud dos explantes (yema y semilla), para las variables porcentaje de
respuesta, numero de hojas, color de hojas, porcentaje de callogénesis, porcentaje de
contaminacion bacteriana, porcentaje de contaminacion fungica y porcentaje de fenolizacion
(Tabla 5). Se realizd6 un andlisis estadistico de los datos recopilados a los 19 dias de

introduccion al medio.
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Tabla 5.

Medianas para las variables porcentaje de respuesta, nimero de hojas, color de hojas, porcentaje
de callogénesis, porcentaje de contaminacion bacteriana, porcentaje de contaminacion fangica

y porcentaje de fenolizacion para los explantes de Solanum betaceum.
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Elaborado por: La autora, 2020

Se determind que en cuanto a las variables porcentaje de respuesta, nimero de hojas, color de
hojas, porcentaje de callogénesis y porcentaje de contaminacion bacteriana, existio diferencia
significativa (Prueba de Kruskal-Wallis con comparaciones multiples p < 0,05); las variables
porcentaje de contaminacion fungica y porcentaje de fenolizacion no presentaron diferencias

(Tabla 5, Anexo 2).

3.2.1 Respuesta morfogenética

Para las primeras cuatro variables, relacionadas a la respuesta morfogenética se detectaron 2
rangos de significancia (Tabla 5), se encontrd que el explante yema mostrd mayores resultados
para las variables porcentaje de respuesta con una mediana de 100 % (Figuras 9A y 9B),
numero de hojas con una mediana igual a 3 (Figura 9C), color de hojas con una mediana de 5
que indica una coloracion verde oscuro (Figuras 3y 9D) y 100 % de callogénesis (Figura 9E).

Mientras que, la semilla presenta un porcentaje de repuesta de 50 % (Figura 10) y una mediana
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de 0 para las demaés variables (Tabla 5), lo que puede ser atribuido a que la latencia de las
semillas complica y retrasa el proceso de germinacion, siendo fisiologicamente mas complejo
en comparacion al desarrollo de las yemas axilares. La latencia o dormancia puede darse por
factores enddgenos o exdgenos; varias especies arbdreas y ornamentales propagadas por
semillas se ven limitadas por los bajos porcentajes de germinacion y su aparicién tardia e
irregular (Batista, Costa, Megguer, da Silva Lima, & de Fatima Sales, 2014). La latencia
enddgena esta relacionada con procesos como la inmadurez embrionaria y el equilibrio entre
promotores e inhibidores, responsables de restringir el intercambio de gases, afectan el pH, la
respiracion, la actividad enzimatica y tienen efectos sobre la sintesis de proteinas; la latencia

exogena es impuesta por la envoltura, que impide el intercambio de gases y la entrada de agua,

asi como por la presencia de inhibidores en la cubierta de las semillas (Baskin & Baskin, 1998).

Figura 9. Solanum betaceum en fase de introduccién. A) Respuesta en semillas, planta de 7 semanas. B) Respuesta
en yemas a los 6 dias después de la siembra. C) Respuesta en yemas y contaminacion enddgena a los 19 dias después
de la siembra. D) Hoja bajo microscopio estereoscépico con un aumento de 7,5 x. E) Tejido indiferenciado (callo)
en tallo bajo microscopio estereoscépico con un aumento de 7,5 X.

Elaborado por: La autora, 2020

En cuanto al porcentaje de respuesta y el nimero de hojas (Tabla 5), se observa que las yemas
presentaron el mayor porcentaje de respuesta con una mediana del 100 % y 3 hojas por explante.
Isah (2020), afirma que debido a que las yemas axilares son de facil disponibilidad y que
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necesitan estimulos para desencadenar la ruptura de su dormancia, el explante de segmento
nodal se encuentra entre los mas utilizados en la induccion y proliferacion de brotes en plantas
lefiosas. Ali & Mirza (2006), muestran resultados parecidos en su estudio aplicado a Citrus
jambhiri; los explantes nodales obtuvieron un porcentaje de respuesta del 83 %, el mas alto
entre los 4 explantes puestos a prueba, mientras que los cotiledones mostraron el peor resultado

con tan solo 16 %.
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Figura 10. Grafico de dispersion de puntos para el nimero de tallos producidos por el explante semilla (S)
vy yema (Y) en Solanum betaceum, durante la fase de introduccién al medio.

Elaborado por: La autora, 2020

En la figura 10 se observa la distribucion de los datos de ambos explantes, siendo la semilla la
que presenta bajo porcentaje de respuesta, con un 50 % de germinacion, generando un solo
tallo por explante de semilla; mientras que, las yemas mostraron una dispersion mucho mas
amplia, lo que demuestra una mayor produccion de tallos (1 a 15 tallos por explante de yema),

por ende una mayor produccion de brotes.

Es evidente que el explante yema presento las mejores respuestas morfogenéticas, se observo
que la formacidn de brotes inicio al sexto dia, y el aparecimiento de las hojas unos dias después,
hasta que alcanzaron las caracteristicas necesarias para ser cuantificables. A partir del sexto

dia, el nimero de brotes vari6 desde 0,86 hasta 5,12; mientras que a partir del doceavo dia, el
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numero de hojas producidas increment6 desde 2,95 hasta llegar a 3,26 en el dia 19 (Tabla 5,

Figuras 10 y 11).

Entre las respuestas morfogenéticas encontradas en el explante yema esta la callogénesis
(Figura 9E), el incremento en la formacién de callo se mantuvo estable a través del tiempo,
durante las primeras 2 semanas (Figura 11). La diferencia entre el porcentaje de callogénesis
entre ambos explantes es notorio; con el explante yema se obtuvo una mediana del 100 %
contra 0 % para las semillas (Tabla 5). Al tratarse de yemas existe una alta probabilidad de
formacion de tejido no diferenciado estimulado por los cortes producidos antes de introducirse
al medio de cultivo (Bhatia, Sharma, Dahiya, & Bera, 2015). El estudio sobre la formacién de
callos conducido por Ikeuchi et al. (2017), revela como las heridas en los tejidos vegetales
incitan cambios transcripcionales eficientes, comenzando por respuestas vertiginosas al estrés,
continuas a la aceleracién de procesos metabdlicos y de sintesis proteica, y la ulterior
activacion de los mecanismos del ciclo celular; ademéas sus analisis de ontologia génica
descubrieron que las heridas alteran la expresion de la biosintesis de reguladores de
crecimiento y genes de respuesta. La formacion de callo se atribuye a las heridas, ya que se
produce una acumulacion de citoquinina antes de la formacion de callos (Ikeuchi et al., 2017;

Ling, Liew, Lim, Subramaniam, & Chew, 2018), lo que favorece a la division celular.
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Figura 11. Promedio de respuesta morfogenética en yemas de Solanum betaceum durante 19 dias.
Elaborado por: La autora, 2020

La induccion de callos sin reguladores de crecimiento en el medio, partiendo de semilla, no es
un proceso comun; por el contrario, se usan principalmente auxinas para este fin (Dharmayanti,
Sulistyaningsih, & Wulandari, 2018). ElI medio utilizado estuvo libre de reguladores de
crecimiento, coincidiendo con el estudio previo de Copatti et al. (2016), quienes mencionan
que la formacién de callos en la base de los explantes de segmentos nodales con yemas de

Solanum betaceum se produjo independientemente de la dosis de los reguladores utilizados.

3.2.2 Contaminacion bacteriana

Para la variable contaminacion bacteriana se detectaron 2 rangos de significancia, el explante
yema fue notoriamente alto, con una mediana de 100 %, en comparacion con semilla, que no
presento contaminacion (0 %) (Tabla 5). Esto se debe a una fuente enddgena, debido a que el
crecimiento de las colonias observado provenia del explante y solo se evidencio en las zonas
en contacto con el medio de cultivo (Figura 9C). Las plantas madres fueron propagadas a
partir de semillas, es probable que hayan portado una bacteria enddfita, cuyas colonias se

manifestaron unicamente con los cortes y en contacto con el medio, como lo indica Brader et
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al. (2017), los microorganismos endofitos (bacterias u hongos) son una clase de simbiontes de
plantas que viven dentro de los tejidos de estas sin inducir ningin sintoma de enfermedad, y
que estan asociados con la planta a lo largo de su historia de vida, desde la germinacion de la

semilla hasta el desarrollo de los frutos.

3.3 Fase de multiplicacion

Para la fase de multiplicacion, se tomaron plantas producidas en la fase previa y se sembraron
segmentos nodales, se evaluo el estado fisico del medio de cultivo y la adicién de diferentes

concentraciones de ANA (Tabla 6).
Tabla 6.

Medianas para las variables porcentaje de brotacion, nimero de hojas y color de hojas, en

vitroplantas de Solanum betaceum.

FACTORES TRATAMIENTOS BROTACION N° COLOR

(%) HOJAS HOJAS
ESTADO FISICO M1 SEMISOLIDO 100 1b 5b
MEDIO (M) M2 BICAPICO 100 0a 0a
CONCENTRACION C1 (0 ppm) 100a 0,5 2
ANA C2 (0,5 ppm) 100ab 1 3,5
C3 (1 ppm) 100b 0 0
M x C M1C1 100 1bc 4bcd
M1C2 100 2C 4cd
M1C3 100 1bc 5d
M2C1 100 Oabc Oabc
M2C2 100 Oab Oab
M2C3 100 Oa Oa

Elaborado por: La autora, 2020
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3.3.1 Porcentaje de brotacion

Para la variable porcentaje de brotacion, se encontré diferencia significativa para la
concentracion de ANA (Prueba de Kruskal-Wallis con comparaciones multiples p <0,05); mas
no hubo diferencia al analizarse el estado fisico del medio de cultivo, ni la interaccion de ambos

factores (Prueba de Kruskal-Wallis con comparaciones maltiples p > 0,05) (Tabla 6, Anexo

3).
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Figura 12. Gréafico box plot para la variable brotacién en la fase de multiplicacion de
vitroplantas de Solanum betaceum, segln la concentracién de ANA.
Elaborado por: La autora, 2020.

Para brotacion en relacion al regulador de crecimiento ANA, se detectaron 2 rangos de
significancia, como mejor tratamiento se ubicaron C2y C3, con 0 y 0,5 ppm respectivamente,
ambos con una mediana de 100 % de brotacion (Tabla 6, Figura 12), esto se debe a que
concentraciones bajas de auxinas sin combinarse con otros reguladores de crecimiento resultan
en un aumento en el porcentaje de brotacion; lo cual coincide con las investigaciones en

orquideas del género Dendrobium, los autores sefialan a 0,05 ppm como la concentracién que
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obtuvo el mayor indice de multiplicacion (Sakina et al., 2019; Siron, Noertjahyani, Taryana,

& Romiyadi, 2019).

3.3.2 Numero y Color de hojas

En cuanto a las variables nimero y color de hojas existio diferencia significativa para el estado
fisico del medio de cultivo, y la interaccion de ambos factores (Prueba de Kruskal-Wallis con
comparaciones multiples p < 0,05); por el contrario, al tomar en cuenta la concentracion de
ANA, no se encontr6 diferencia significativa (Prueba de Kruskal-Wallis con comparaciones

multiples p > 0,05) (Tabla 6, Anexo 3).

El estado fisico del medio de cultivo influy6 en el numero de hojas, ya que el medio semisolido
presento la mayor mediana con 1 hoja por explante y con un color verde oscuro (mediana igual
a b) (Tabla 6, Figuras 13 y 14A); mientras que el medio bicapico presentd una mediana de 0,
tanto para nimero de hojas como para color, asimismo se evidencio que el medio bicapico no
formd hojas normales; sus hojas presentaron hiperhidratacién, de tal manera que no favorece
en la fase de multiplicacion (Figura 14B). Los resultados concuerdan con Puga (2019), quien
sometio a condiciones de inmersion permanente (medio liquido) a explantes de limbo, sin éxito
con respecto a la formacion de brotes de calidad; se produjo la formacion de estructuras
nudosas y compactas con morfologia irregular. La inmersion permanente de los explantes
puede conducir a la anoxia de los cultivos debido a la excesiva humedad relativa. Ademas, el
estudio realizado por Jain & Yadav (2016), demuestra que la concentracion y el tipo de agente
gelificante usado en el cultivo in vitro puede hacer la diferencia entre la produccion de brotes

de excelente calidad o brotes vitrificados.
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Figura 13. Namero de hojas promedio de Solanum betaceum segln el estado fisico del
medio de cultivo, durante 4 semanas.

Elaborado por: La autora, 2020.

El promedio del nimero de hojas se vié influenciado por el estado fisico del medio de cultivo;
a los 31 dias, en el medio semisolido se obtuvo un promedio de 2,1 hojas, mientras que en el
medio bicapico lleg6 a 0,7 hojas en dicho periodo (Figura 13). En el sistema semisélido, el
intercambio gaseoso Yy el suministro de oxigeno son bastante similares en comparacion a los
sistemas de inmersion temporal (Zhao, Sun, Wang, Saxena, & Liu, 2012). Kunakhonnuruk,
Inthima, & Kongbangkerd (2019), estudiaron 3 estados fisicos del medio de cultivo, sus
resultados se asemejan a la presente investigacion; no existio diferencia entre el indice de
multiplicacién del sistema semisélido contra el sistema de inmersién continua, en cambio el
sistema de inmersion temporal fue capaz de obtener el mayor indice entre los 3 sistemas.
También Gao, Xu, Zhang, Cheng, & Yang (2020), indican que el uso de bajas concentraciones
de agar, aumentan significativamente la tasa de vitrificacion de Dendrobium officinale; y una
alta concentracion de 9 g/L de agente gelificante mejoro la regeneracion de las plantulas de

arroz (Krishna Repalli, Kumar Geda, N Pradhan, & N Rao, 2019).
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Figura 14. Solanum betaceum en fase de multiplicacion. A) Explantes bajo el tratamiento
M1C2. B) Explantes bajo el tratamiento M2C3.

Elaborado por: La autora, 2020

Las mejores interacciones, entre el estado fisico del medio y la concentracion de ANA, fueron
M1C1, M1C2y M1C3; M1C2 produjo 2 hojas, siendo la mayor mediana para nimero de hojas;
seguido por M1C1 y M1C3 con 1 hoja. M1C3, obtuvo la mejor mediana para color de hojas,
con un valor de 5 (color verde oscuro), seguido por M1C1 y M1C2 con un valor de 4 (color
verde oliva) (Figura 3). Estos resultados sugieren que el medio semisolido junto con ANA,
producen una mayor proliferacién celular, proveyéndole un soporte fisico que indican que esta
es la interaccion 6ptima para usarse en la fase de multiplicacion de Solanum betaceum. Los
resultados coinciden con el estudio realizado por AlKhateeb & Alturki (2014), los autores
mencionan que el medio semisélido brinda un buen soporte e intercambio gaseoso para la
multiplicacién de explantes in vitro; asimismo, Trong et al. (2017), sefialan que las auxinas

promueven la division celular y la expansion celular en los cultivos de tejidos vegetales.
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3.3.3 Indice de multiplicacion (IM)
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Figura 15. Indice de multiplicacion en yemas de Solanum betaceum para el
estado fisico del medio, concentracién de ANA e interaccion de ambas
variables.
Elaborado por: La autora, 2020

El medio semisélido brind6 un buen soporte para el desarrollo del explante al producirse 2,07
yemas por explante, es decir, 1,4 yemas mas que el medio liquido. La concentracion mas baja
de ANA (0 ppm), demostro resultados mas exitosos que las concentraciones mas altas, con un
indice de multiplicacion de 1,72. Las interacciones M1C1 y M1C2, exhibieron el mayor indice
de multiplicacion, con 2,1 yemas por explante (Figura 15). Kunakhonnuruk, Inthima, &
Kongbangkerd (2019), analizaron la influencia de 3 estados fisicos del medio de cultivo sobre
el desarrollo in vitro de Epipactis flava; el sistema de inmersién temporal obtuvo un 53,3 %
de plantas de calidad y 4,4 £ 0,1 hojas por brote, por el contrario, el sistema de inmersién
continua fue el menos exitoso con un 5,5 % de plantas de calidad y 2,7 + 0,5 hojas por brote.

El analisis de la interaccion entre el medio semisolido y ANA nos permite deducir que el estado
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del medio, ademas favorece la adecuada absorcion de reguladores de crecimiento colocados
en este. Esto se debe al soporte que brinda este estado fisico para la liberacion controlada del

regulador (Meneses, 2001).

Los resultados sugieren que el medio bicapico gener6 explantes de baja calidad, lo cual puede
deberse la exposicion continua al medio liquido. Ademas, corresponde resaltar que los
explantes bajo la interaccion del medio bicapico con 1 ppm de ANA (M2C3) presentan
vitrificacion, a pesar de que no existe diferencia entre el porcentaje de brotacion; se evidencia
en el indice de multiplicacion que el promedio de yemas viables fue O (el menor entre todos

los tratamientos) (Figuras 14B y 15).
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Conclusiones

El mejor tratamiento pregerminativo fue PG3 (imbibicion por 24 horas), aplicado sobre
semillas de Solanum betaceum, presentando los mejores valores para la germinacién, con una

mediana de 12 dias a la germinacion y 100 % de semillas germinadas.

El explante yema obtuvo los mejores resultados para las variables porcentaje de respuesta con
una mediana de 100 %, 3 hojas por explante, color de hojas verde oscuro (con una mediana de

5) y 100 % de callogénesis.

El medio semisolido brind6 un buen soporte para el desarrollo del explante, ya que presentd el

mayor nimero de hojas y color verde oscuro, ademas al producir 2,07 yemas por explante.

Las mejores interacciones, fueron M1C1, M1C2 y M1C3. La interaccion M1C2 produjo 2
hojas, siendo la mayor mediana para numero de hojas; y, M1C3, obtuvo la mejor mediana para
color de hojas, con un valor de 5 (color verde oscuro). Ademas, las interacciones M1C1 y
M1C2 se determinaron como los medios de cultivo 6ptimos para la fase de multiplicacion,

exhibiendo el mayor indice de multiplicacién, de 2,1 yemas viables por explante.
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Recomendaciones

Utilizar un medio de cultivo cuyo estado fisico sea semisélido, para evitar problemas de

vitrificacién, durante la multiplicacion in vitro de Solanum betaceum.

Realizar andlisis previo, para determinar la presencia de patégenos endofitos en los explantes

de partida, y adicionar un protocolo de desinfeccidn que incluya agentes antibidticos de

accion sistémica.
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ANExXos

Anexo 1. Prueba de Kruskal-Wallis en fase de protocolos pregerminativos aplicados a
semillas de Solanum betaceum.

DIAS | GERMINACION | ;.\ | COLOR [CONTAMINACION
GERMINACION (%) HOJAS  |BACTERIANA (%)
TRATAMIENTO
H | 1514 H [809 | H [748] H |69 H 1037
o | 00004 o |oo13s| p [oow67| p [oow88] p | <0000
RANGOS RANGOS RANGOS | RANGOS RANGOS
PGL 6823 4087 4069 4165 69
PG2 5721 51,75 5358 53,02 47
PG3 3721 64,63 635 63,69 47
PGO 4735 52,75 5223 5163 47

Elaborado por: La autora, 2020
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Anexo 2. Prueba de Kruskal-Wallis en fase de introduccion al medio de cultivo de vitroplantas
de Solanum betaceum.

. CONTAMINACION | CONTAMINACION .
RESPUESTA COLOR |CALLOGENESIS . FENOLIZACION
%) N°HOJAS HOIAS %) BACTERIANA FUNGICA )
(%) (%)
TRATAMIENTO
H 445 H 17620 H |1 H 929 H 8991 H 0971 H 082
p 00137 p [<00001| p | Of p | <0000 p <0,0001 p 00Lf »p 0,0037
Rangos Rangos Rangos Rangos Rangos Rangos Rangos
S 835 76,56 79,37 585 59,02 87,23 875
1001 1096 1057 13429 1336 9497 94,61

Elaborado por: La autora, 2020
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Anexo 3. Prueba de Kruskal-Wallis en fase de multiplicacion de vitroplantas de Solanum

betaceum.
FACTORES |TRATAMIENTOS BROTACION% N°HOJAS |COLOR HOJAS
H 0,05 H 10,86 H 15,02
P 0,7378 p 0,0004 p |<0,0001
Rango Rango Rango
M1 SEMISOLIDO - 20,44 35,8
M2 BICAPICO - 34,56 19,2
H (469 H (091 H |0,01
p 0,0081 p 0,5952 p |0,9966
Rango Rango Rango
C1 (0 ppm) 21 - -
C2 (0,5 ppm) 30 - -
C3 (1 ppm) 315 - -
H 4,85 H 14,55 H 20,02
p 0,076 p 0,0055 p 0,0003
Rango Rango Rango
M1C1 - 31 29,83
M1C2 - 36,39 35,61
INTERACCION M1C3 - 35,78 41,94
MxC M2C1 - 26,11 24,83
M2C2 - 21,72 19,28
M2C3 - 135 135

Elaborado por: La autora, 2020
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