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RESUMEN Y SUMMARY

RESUMEN

El cultivo de tomate de arbol es muy importante debido a su importancia nutricional
y organoléptica. Esta fruta tiene una alta demanda en el mundo, siendo un
catalizador de la economia a nivel mundial. En el pais y en la region Interandina
es donde mas se produce, especialmente en la provincia de Tungurahua. Es uno de
los cultivos que mas problemas fitosanitarios presentan y es muy susceptible a los
nematodos. En este sentido los ecotipos silvestres al presentar alta tolerancia a
problemas de sanidad radicular, pueden servir de base genética para procesos de
Fitomejoramineto, generando porta injertos para los cultivares menos tolerantes,
permitiendo mejorar la calidad del fruto y evitando el uso exagerado de pesticidas.
La biotecnologia contribuye a resolver dichos problemas con estrategias de
mejoramiento productivo como es la utilizacion de un ecotipo silvestre rustico del
callejon interandino, tolerante al ataque de nematodos junto con las ventajas de
asepsia que ofrece la propagacion in vitro. Los objetivos de esta investigacion
fueron: 1) Establecer qué fitoregulador proporcionara un mayor desarrollo de los
explantes. 1) Evaluar la dosificacion que permita un mayor nimero de explantes.
Este trabajo se desarrolld en el laboratorio de Biotecnologia de la UEB, granja
Laguacoto II, Cantén Guaranda, Provincia Bolivar. Se utilizd6 un disefio
completamente aleatorio (DCA), con 6 tratamientos y 3 repeticiones. Se realizaron
analisis de varianza, prueba de tukey al 5 %, para comparar promedios, tendencias
polinomiales y andlisis de correlacion y regresion simple. Los resultados de
importancia fueron: mayor numero de brotes, numero de hojas, altura de brotes y
volumen de raiz en los tratamientos con Bencil adenina (A1). Se determiné que el
mejor tratamiento fue el T2 (A1B2) con un promedio de 3 brotes por explante, 4
hojas por brote y 3 cm de altura por cada brote. Las variables que incrementaron el
desarrollo de los explantes fueron: NBE, AB y Dosis. Finalmente se pudo generar
alternativas tecnolodgicas para produccidn de plantas de tomate silvestre con la idea
de generar porta injertos con un alto porcentaje de desarrollo, un mayor numero de
plantulas de alta calidad, ademas rusticidad genética brindando tolerancia
fitosanitaria.

Palabra clave: ecotipo silvestre “Es”

Xl



SUMMARY

The cultivation of tomatoes tree is very important all over the world due to its
nutritional and organoleptic importance. This fruit is one of the most significant
items due to its high demand, being a catalyst of the world economy. In our country
in the inter-Andean region is where this fruit is produced the most, especially in the
province of Tungurahua. It is one of the crops that presents the most phytosanitary
problems and it is very susceptible to the nematodes. In this sense, the wild ecotypes
presenting high tolerance to root health problems, it can serve as a genetic basis for
Breeding processes, generating portal grafts for the less tolerant cultivars, allowing
to improve fruit quality and avoid the excessive use of pesticides. Biotechnology
contributes to solve these problems with productive improvement strategies such as
the use of a rustic wild ecotype of the Inter-Andean alley, tolerant to nematode
attack along with the advantages of asepsis offered by in vitro propagation. The
objectives of this research were: I) To establish which phytogulator would provide
a greater development of the explants. 1) Evaluate the dosage that allows a greater
number of explants. This work was developed in the biotechnology laboratory of
the UEB, Laguacoto II farm, Guaranda canton, Bolivar province. A completely
randomized design (DCA) was used, with 6 treatments and 3 replicates. We
performed variance analysis, test of tukey at 5%, test to compare averages,
polynomial trends and correlation and simple regression analyzes. The most
important results were: a higher number of shoots, number of leaves, shoot height
and root volume in the treatments with Bencil adenine (A1). It was determined that
the best treatment was T2 (A1B2) with an average of 3 outbreaks per explant, 4
leaves per outbreak and 3 cm in height for each outbreak. The variables that
increased the development of the explants were: NBE, AB and Dose. Finally, it was
possible to generate technological alternatives for the production of wild tomato
plants with the idea of generating portal grafts with a high percentage of
development, a higher number of high quality seedlings, and genetic rusticity
providing phytosanitary tolerance.

Keyword: Wild ecotype “Es”
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I. INTRODUCCION

El cultivo de tomate de arbol es muy apetecido tanto en nuestro continente como en
todo el mundo, a nivel internacional Viet Nam fue el principal exportador de esta
fruta en el 2008, generando el 12% del mercado a nivel mundial ya a nivel regional
el pais con mas produccion es Colombia y de sus principales exportaciones destino

son Estados Unidos y Canadé. (Soria, N. 2009)

En nuestro pais la region interandina es donde més produce este frutal en total se
cultivan 14.748 hectareas, la provincia que mas produce es Tungurahua con 8.300

hectareas. (Lucas, K. et al., 2011)

La produccion anual en Tungurahua representa el 27,1% respecto a la produccion
nacional y el 98,8% de la produccion se destina a la venta. (INEC, Instituto
Nacional de Estadistica y Censos. ESPAC, Encuesta de Superficie y Produccién
Agropecuaria Continua, 2012, EC)

Estados Unidos es el principal socio comercial ecuatoriano captando un 53% de las

exportaciones totales en valores FOB. (Galarza, A. 2009)

Lamentablemente en el Ecuador no existen variedades propiamente dichas, con
excepcion del hibrido Mora introducido desde Nueva Zelandia, obtenido del
cruzamiento entre el Rojo Punton y el Negro Silvestre Lojano. Los principales
cultivares son: Amarillo, Negro Redondo, Puntén (comun) Rojo, Amarillo Gigante,

Mora (Neozelandés) y Mora Ecuatoriana. (Revelo, J. et al., 2011)

En razon de que nuestro mundo vive momentos de grandes cambios, marcados por
la “era del conocimiento” y de la necesidad de dar respuestas a las demandas de la
sociedad contemporanea que implica un enfoque innovador del talento humano
especialmente en la participacion en la investigacidn cientifica técnica y que ha
tomado gran importancia en las instituciones de educacion superior con las
tecnologias vanguardistas, en este sentido la biotecnologia verde posibilita desde
un enfoque innovador la capacidad de contribuir a resolver problemas puntuales

como es la sanidad en el cultivo de tomate de arbol y afiadiendo un vector clave en



las estrategias de mejoramiento productivo como es la utilizacion de un ecotipo
silvestre rastico de la sierra ecuatoriana junto con las ventajas de asepsia que ofrece
la propagacion in vitro que hace que esta tecnologia relativamente nueva en nuestro
pais se proyecte con un valor estratégico fundamental en la produccién de platas
sanitariamente calificadas, utilizandose el tomate de arbol silvestre (Solanum sp.),
tolerante al ataque de nematodos del género (Meloidogyne): (M. incognita, M.
Jjavanica, y M. hapla). (Cantufia N. 2013)

Los nematodos son una de las causas principales en las pérdidas de produccion y
rendimiento del cultivo de tomate de arbol y en este sentido los ecotipos silvestres
al presentar alta tolerancia a problemas de sanidad radicular pueden servir en un
futuro como base genética para procesos de Fitomejoramineto, pero mas
puntualmente en el aporte como porta injertos para los cultivares menos tolerantes,
al integrar patrones porta injertos de origen silvestre al manejo de este cultivo se
podra mejorar la calidad del fruto ya que evitaria el uso exagerado de quimicos en
los controles fitosanitarios, mejorando la oferta de un producto de calidad y
elevando el nivel de vida del productor al reducir el costo de produccion, que es lo
que inspira en primera instancia trabajar con el ejemplar de origen silvestre y como
es el caso del eco tipo autoctono del Sector de Cascarillas en la parroquia San Pablo
de Atenas, del canton San Miguel, en la provincia Bolivar y consecuentemente
generalizar los resultados a nivel local, nacional, regional, y mundial en un esfuerzo
de contribuir a resolver el problema mayusculo que significa el uso excesivo de

pesticidas y la incidencia de patogenos y plagas en los cultivos.
Los objetivos planteados en esta investigacion fueron:
v Micro propagar in vitro plantas de tomate de arbol silvestre.

v’ Establecer que fitoregulador proporcionara un mayor desarrollo de los

explantes.

v' Evaluar la dosificacion que permita un mayor numero de explantes.



II. PROBLEMA

El cultivo de tomate de arbol representa un catalizador de la economia a nivel
mundial, debido a su importancia nutricional y organoléptica esta fruta es uno de
los rubros mas significativos por su alta demanda, pero también uno de los cultivos
que mas problemas fitosanitarios presenta en la actualidad sirviendo de hospedero
a gran numero de plagas y enfermedades, reflejando que el problema principal es
el ambito fitosanitario, especificamente una de las plagas mas importantes son los
nematodos del género (Meloidogine spp), 1os mismos que producen agallas en el
sistemas radicular interrumpiendo absorcion de agua y desdoblamiento de los
nutrientes del suelo, ademas de servir de vectores de virus afectando directamente
al rendimiento y productividad del cultivo y que los productores por la necesidad
de controlar esta plaga han contribuido a la contaminacion y degradando las tierras
agricolas en las cuales se produce este cultivo, asimismo disminuyendo la calidad
del producto. Al implementar plantas silvestres, micropropagadas invitro siendo
estos potenciales porta injertos tolerantes a esta plaga permitira disminuir el uso de
agroquimicos para el control fitosanitario especialmente con nematicidas y al ser
plantas micro propagadas in vitro se garantizaria la sanidad vegetal, aumentando la
produccion cualitativa y cuantitativa de las especies comerciales que sean injertadas

en el portaingerto.

(Como incide la micro propagacion in vitro de plantas de tomate de arbol silvestre

(Solanum sp.) en la obtencion de brotes sanos?

En la forma tradicional asexual del manejo del tomate de arbol aplicado al ecotipo
silvestre con el que se trabajara se presentan problemas significativos de
contaminacion de brotes en estacas. En el ambito de la biotecnologia se maneja
estrictos protocolos de asepsia dandose uso a una gran cantidad de desinfectantes
como los peroxidos y clorhidratos, que manejados correctamente permiten evitar
contaminaciones e incluso la muerte de los brotes de tal forma que los laboratorios
de biotecnologia son aptos para propagar plantas con problemas de contaminacion
como son los ecotipos silvestres, ademas que la biotecnologia usando la

micropropagacion invitro se utiliza reactivos y bioactivadores o Fitoreguladores



que permiten obtener en menor tiempo un mayor numero de plantas a partir de
materiales vegetales en medios de proliferacion que facilitan la obtencidén de un
mayor numero de brotes a partir de un solo explante. En el manejo tradicional del
tomate de arbol comercial (Solanum betaceum Cav.). se excede el uso de
nematicidas y ain mas no se respeta la dosificacion recomendada, por lo que se
obtiene bajo rendimiento y produccion, empobreciendo y contaminando el suelo
agricola y afectando la salud humana, ademas que reduce las posibilidades de
exportacion y la consecuencia directa de esto es el descenso de los ingresos

econdmicos lo que genera pobreza.



III. MARCO TEORICO

3.1. El cultivo de tomate de arbol

Sobre el tomate de arbol silvestre “tomatillo” del sector cascarillas muy poco se
sabe ya que las investigaciones sobre los eco tipos silvestres en nuestro pais son
muy escasos, su morfologia se distingue facilmente de los cultivares comerciales,
el fruto que es de superficie rugosa y no lisa como los frutos conocidos en los
mercados y su forma es mas conica, la morfologia en general como es de esperar
tiene un aspecto mas rustico, entre los pocos estudios efectuados a este eco tipo
silvestre se encuentra la investigacion realizada por la ingeniera agronoma Sonia
Salazar docente de la Universidad Estatal de Bolivar quien determino segun la
comparacion con accesiones silvestres de Palora y Santo Domingo que el
“tomatillo” especificamente del sector cascarillas es tolerante a los nematodos del

género (Meloidogine spp.).

Este ejemplar silvestre se encuentra en su habitad natural a 2750 msnm. Con una
temperatura promedio de 12°C. El clima es templado y calido. Con lluvias intensas
en invierno y con menos precipitaciones en verano. Las precipitaciones pueden
llegar a 904 mm y humedad relativa de 70-90%. La planta presenta estas
caracteristicas tiene una altura 2,5 m, diametro del tronco tomado a un metro del
suelo 15 cm el tallo tiene disposicion dicotomica formando un molinillo, tiene
consistencia herbacea en la etapa juvenil y semilefiosa en la etapa adulta. Las hojas
son grandes enteras acorazonadas de color verde cenizo en el haz y verde oscuro en
el envés, estan ubicadas de forma alterna en el tallo, ademas presenta pubescencia
tanto en el haz como en el envés. Las flores tienen pétalos de color blanco el céliz
de color morado soldado hasta la mitad, tiene cinco pétalos cinco sépalos son
unisexuales, como es caracteristico de las plantas de la familia de las solanaceas. El
fruto es de color verde amarillento en forma de corazon y tiene gran tamafio
suspendido en el arbol con un pedunculo largo, crece en racimos de 5 a 12 frutos,
tiene un aspecto un poco rustico cambiando de color de acuerdo a su madurez de

un verde oscuro a un leve color amarillo. (Salazar, S. 2015)



Lamentable mente nadie ha continuado estudiando este ejemplar, de tal manera que
no existe disponibilidad de informacion mas puntual sobre atributos moleculares
que posiblemente contenga con respecto principios medicinales y tolerancia a otras
plagas y patdgenos, tan solo tenemos la investigacion de la ingeniera agronoma
Sonia Maria del Carmen Salazar Ramos y el testimonio de los campesinos del sector
cascarillas que utilizan la fruta como medicina para el ardor de la garganta, de modo
que podemos deducir que también posee atributos medicinales que se podrian
estudiar, cabe recalcar que como la frontera agricola cada vez se expande mas esta
planta silvestre se ha visto amenazada ya que es muy dificil hoy en dia encontrarla,
por lo que se puede deducir que se encuentra en peligro de extincion por lo que es
urgente y necesaria la propagacion de esta planta y el estudio riguroso de las

facultades que por su rusticidad ofrece.

Tolerancia y resistencia.- En nematologia el termino resistencia se aplica al efecto
de una planta sobre la reproduccion del agente causal de la enfermedad es decir la
capacidad de la planta a desarrollar mecanismos como la secrecién de sustancias
toxicas para limitar el acceso a los 6rganos de la planta pudiendo o no afectar a la
reproduccidn de los nematodos. La tolerancia es el grado de habilidad que presenta
una planta para soportar el dafio producido por un nematodo, es mas, tiene relacion
con el menor o mayor vigor de la planta. Fuente de resistencia La resistencia a los
nematodos puede ser encontrada en las planta (especies variedades o accesiones)
silvestres como consecuencia de mutaciones para soportar las infecciones naturales
del nematodo, asi como manejo de genes involucrados en las secrecion de
sustancias como compuestos fenolicos gosipoles y otros. También debe
considerarse a la nutricion de las plantas como una fuente de resistencia al ataque

de nematodos. (Salazar, S. 2015)

Patrones resistentes.- Desde que el hombre empezd la lucha contra las
enfermedades de las plantas se ha observado que algunas plantas permanecen
intactas por la enfermedad, en tanto que otras no logra sobrevivir presentandose un
problema al no poder determinar un verdadero patrén de comportamiento lo que
lleva a ignorar los fenomenos de la resistencia a las enfermedades que se presenta

tan variable como la relacion suceptivo — hospedero. Sin embargo la obtencion de



plantas resistentes es una alternativa para el control fitosanitario. Los métodos
comunes de lucha como son las aspersiones, tratamiento de semillas, cirugia vegetal
y demds son costosos y a veces ineficaces siendo la mayoria de ellos meros
experimentos a los que se recuren debido a la falta de métodos de combate de las

enfermedades que devastan los cultivos. (Salazar, S. 2015)

Si se pudiera desarrollar variedades de plantas inmunes a la afecciones y con buenas
caracteristicas comerciales se podria dejar de lado los métodos quimicos
tradicionalmente usados actualmente y que son indispensables para obtener
cosechas rentables y sanas, aunque ya se tienen reportes de notables avances en el
campo de obtencion de plantas resistentes a las enfermedades aun falta mucho por
investigar. Como cita Agrios las plantas de cultivo son el resultado de la seleccion
y reproduccion de lineas vegetales que han evolucionado de manera natural en una
o muchas aéreas geograficas durante millones de afios. La evolucion de las plantas
desde sus ancestros primitivos hasta las plantas de cultivo actuales, ha ocurrido muy
lentamente y al mismo tiempo producido incontables formas genéticamente
diferentes, muchas de estas plantas aun existen en forma silvestre en lugar o lugares
originarios o en otras aéreas de distribucion natural de las mismas. Aunque estas
plantas puedan aparecer como vestigios de la evolucion que no desempefian una
funcioén en el progreso de la agricultura, su diversidad y supervivencia en presencia
de los diferentes patdgenos que afectan a este cultivo indica que parten genes de

resistencia a dichas patogenos. (Salazar, S. 2015)

El tomate de arbol (Selanum betaceum Cav.) y por lo tanto los eco tipos silvestres
son nativos de América del Sur. Su centro de origen mas probable son las selvas y
los bosques de la zona ubicada en la reserva Tucumano en Boliviana al noroeste de
Argentina y el sur de Bolivia, debido a su diversidad genética encontrada en el
lugar. El norte de Pert y sur de Ecuador son considerados el centro de
domesticacion de esta planta. Este frutal, en forma natural, se encuentra en Bolivia,
Argentina, Venezuela, Ecuador, Peri y Colombia. Comercialmente se lo cultiva en
Colombia, Ecuador, Pert1 y en Nueva Zelandia. Los paises donde este frutal ha sido
introducido y es cultivado en menor escala son: Estados Unidos, México, paises de

América Central, Europa, Africa, Asia, Oceania y Australia. En Ecuador el tomate



de arbol se cultiva en las provincias de Carchi, Imbabura, Pichincha, Cotopaxi,

Tungurahua, Chimborazo, Bolivar, Cafiar, Azuay y Loja. (Revelo, J. etal., 2011)

En el Ecuador y en datos porcentuales por superficie las provincias en que mayor
parte se cultivan tomate de arbol son: Tungurahua (39.2%), Chimborazo (22,2%),
Azuay (14.1%), Pichincha (10.0%) e Imbabura (4.8%). (Lucas, K. et al., 2011)

En nuestro pais se desarrolla entre 600-3300 msnm, donde la temperatura 6ptima
esta entre 14-20°C, el encharcamiento y vientos fuertes afectan directamente. Hay
evidencias que requiere pH de 6-6.5 y precipitaciones de 1500-2000 mm/afio. Es
un arbol que puede alcanzar 3 m de altura, con hojas cordiformes grandes en
crecimiento (30-40 cm de largo) y més pequefias cuando ha entrado en produccion
(20 cm). El fruto es de piel lisa y brillante, de color variable (morado, rojo, amarillo,
anaranjado, listado), la forma mas comun es elipsoide puntiaguda, pero puede ser

ovoide, esférica, entre otras de acuerdo con el ecotipo o cultivar. (Soria, N. 2009)

El tomate de arbol por sus caracteristicas organolépticas, nutritivas y para la salud
humana, tienen gran aceptacion a nivel de mercados nacionales e internacionales,
generando como consecuencia una gran demanda de los mismos. Por esta razén la
superficie de cultivo de estas especies se ha incrementado en los ultimos afios a
5.233 hectareas con rendimientos de 15.236 toneladas métricas, ubicandose entre

las especies frutales mas rentables de los Andes en el Ecuador. (Moran, L. 2013)
3.2. Taxonomia:

¢ Reino: Plantae

¢ Division: Magnoliphyta
¢ Clase: Magnoliopsida
¢ Subclase: Asteridae

¢ Orden: Solanales

¢ Familia: Solanaceae

* Género: Solanum



% Especie: betaceum
¢ Nombre cientifico: Solanum betaceum Cav. (Ecotipo: Solanum sp.)
¢ Nombre comin: Tomate de arbol. (Ecotipo: Tomatillo)

(Colimba, J. 2011)

3.3. Descripcion botanica
3.3.1. Raiz

Sistema radicular superficial, poco profundo y muy ramificado. Con raiz principal
cuando las plantas provienen de semilla, raices secundaria y terciaria de color marfil
y de consistencia semilefiosa. El tamafio del sistema radicular estd en relacion con
la corpulencia de la planta que debe sostener y puede llegar hasta 40 cm de

profundidad y 50 cm en sentido horizontal a partir del tallo. (Revelo, J. etal., 2011)
3.3.2. Tallo

Arbusto de 2 a 3 metros de altura con tallo recto, cilindrico de 5 a 12 c¢cm de
didmetro, las ramificaciones (2 a 3) se inician a 1.2 o 1.8 m. La consistencia del
tallo y ramas es semilefiosa, fragil, con corazén suberificado (corchoso). La corteza

es de color verde grisaceo. (Revelo, J. et al., 2011)
3.3.3. Hojas

Grandes, de 30 a 40 cm de largo y de 15 a 20 cm de ancho en plantas jovenes, y de
20 a 25 cm de largo y de 10 a 15 cm de ancho en plantas en produccion. Forma
acorazonada, alternas, sencillas y con el borde entero. El haz es lampifio y de color
verde oscuro. El envés es de color verde mas claro y presenta pelos cortos y

entrelazados. La nervadura principal es prominente. (Revelo, J. et al., 2011)
3.3.4. Flores

Pequeiias (1 cm de diametro), de color rosado, agrupadas en racimos axilares, supra
axilares o en cimas escorpiodes y son fragantes. La flor es pentdmera y presenta un

cono estaminal con 5 estambres de anteras biloculares de color amarillo. Por encima



del cono sobresale el pistilo. La corola presenta 5 pétalos largos de color rosado. En
cada racimo se presentan hasta 40 flores, de las cuales de tres a seis logran cuajar
formando los frutos y llegan a la madurez fisiologica. La polinizacion es
autogamica, en mayor parte, y también alogamica por medio de las abejas. (Revelo,

J.etal,2011)
3.3.5. Frutos

Baya ovalada pequeiia, bilocular, carnosa, puntiaguda o redonda en el extremo. La
cascara es delgada y tersa. El color del fruto depende de la variedad: amarillo,
anaranjado, rojo amarillento o rojo opaco. La pulpa es jugosa, agridulce y de color
anaranjado claro, el mesocarpio es de color variable del amarillo al anaranjado o al
anaranjado rosaceo, ligeramente firme, suave y jugosa, con un sabor agridulce. En
el centro de la fruta, rodeadas de pulpa mas suave que la capa exterior, se encuentran
entre 200 y 400 pequefias semillas comestibles, de forma plana y circular. (Revelo,

J.etal,2011)
3.3.6. Semilla

Son dicotileddneas, semiplanas, redondas, de 2.0 a 4.0 mm de didmetro y de color
blanco amarillento. Se encuentran en el interior del fruto rodeadas por la pulpa del
fruto. El nimero de semillas por fruto difiere entre variedades en un rango de 186

a 343. Constituyen la principal forma de propagacién. (Revelo, J. et al., 2011)

3.4. Variedades Comerciales

En Ecuador no existe una clasificacién clara de los genotipos de tomate de arbol
cultivados, lo que ha dado lugar a confusiones en su denominacién. También se
puede sefialar que no existen variedades propiamente dichas, con excepcidn del
hibrido Mora introducido desde Nueva Zelandia, obtenido del cruzamiento entre
los tomates “Rojo Punton” y el “Negro Silvestre Lojano”, nativos de Ecuador. Este
hibrido no produce semilla viable y solamente se propaga por estaca, es decir,
vegetativamente. Es importante conocer que las plantas del hibrido Mora de Nueva
Zelandia que fueron plantadas dentro de un huerto del ecotipo Rojo Puntédn, su

polen fecund¢ al hibrido Mora neozelandés produciendo frutos con semilla viable,
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originandose el denominado tomate Neozelandé€s ecuatoriano, que seria el que se
cultiva actualmente como tomate mora, al considerar que en los viveros se venden
plantulas de este material. También existen hibridos de Neozelandés por cultivares
Redondo y Amarillo. Con el propésito de tener una definicion comercial, se puede
decir que existen variedades de pulpa amarilla y variedades de pulpa morada o
purpura. A su vez, en estos grupos se definen a las variedades tomando en
consideracion el color de la cascara, la forma del fruto y el color de la pulpa.

(Revelo, J. et al., 2011)

En el mercado nacional se reconocen como las variedades mas comerciales tipo
mora, comun y redondo, todos ellos establecidos en un area de 5000 hectareas con
rendimientos anuales que oscilan de 60 a 80 toneladas por hectarea. (MAG,

Ministerio de Agricultura y Ganaderia 2001, EC)
3.5. Exigencia del cultivo
3.5.1. Condiciones agroecoldgicas

Las caracteristicas ecologicas para el tomate de arbol corresponden a las zonas de
vida bosque humedo pre montano, bosque seco pre montano, bosque seco montano
y bosque humedo montano bajo. Esta planta en nuestro pais ha sido encontrada en
un amplio rango de climas en estado silvestre debido a su gran adaptabilidad a los
climas andinos, desde zonas calidas hasta zonas muy frias. Pero la zona optima se
encuentra entre los 1800 y 2800 msnm., en formaciones ecologicas de bosque
hiumedo montano bajo (bhMB) y bosque seco montano bajo (bsMB). (Revelo, J. et
al., 2011)

En altitudes inferiores a los 1000 m.s.n.m. la fructificacién es menor porque durante
la noche la temperatura no es lo suficientemente baja. La temperatura ideal para el
cultivo estd comprendida entre 13 a 24 °C. A temperaturas menores de 4 °C se
destruye completamente el follaje, ya que es muy vulnerable a las bajas

temperaturas. (Amaya, J, 20006)

Requiere un ambiente sombreado o de alta nubosidad con rangos Optimos de

humedad del 70% al 80%. (MAG, Ministerio de Agricultura y Ganaderia 2001, EC)
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El tomate de arbol no tolera vientos fuertes, ya que se produce la caida de las flores,

rotura de las ramas y destruccion de las hojas. (Lebn, J. 1996)

Los requerimientos hidricos son de 1500 a 2000 mm de precipitacion bien
distribuida en el afio. Los veranos secos y el exceso de humedad reducen los

rendimientos, el cuaje de las flores y la calidad de fruto. (Sanchez, et al., 1994)
3.5.2. Requerimientos edaficos

La planta del tomate de arbol se adapta muy bien a todo tipo de suelo, sin embargo
los suelos ideales son los ricos en materia organica, sueltos, con buen drenaje y

aireacion. (MAG, Ministerio de Agricultura y Ganaderia 2001, EC)

Prefiere suelos de textura franco a franco arenoso, con suelos ligeramente acidos.
No tolera el encharcamiento. Es aconsejable utilizar los suelos entre ligeramente
inclinados e inclinados (no mayor a 40%). El pH aconsejable varia entre 5.4 a 7.0.

El 6ptimo se considera de 6.5 a 7.0. (Amaya, J. 2006)
3.5.3. Propagacion

En el pais se practican los dos tipos de propagacion, la sexual, que consiste en
utilizar semillas de frutos especificamente seleccionados, para el establecimiento
de semilleros; y el método asexual, mediante estacas, chupones, acodos o injertos.

(Amaya, J. 2000)
3.54. Propagacion sexual

Para la extraccion de la semilla, se cortan los frutos y se separa la pulpa de las
semillas, con la ayuda de un cedazo de malla fina. Posteriormente, se procede a
lavarlas con agua y se separan las semillas que floten, ya que éstas no sirven para

el semillero. (CORPOICA, Corporacion Colombiana de investigacidon, 2001. CO)

La semilla utilizada en la propagacion sexual, se obtiene de frutos seleccionados de
arboles sanos, vigorosos, de alta produccién, con frutos maduros y en buen estado.

(Amaya, J. 2000)
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Una vez lavadas, se desinfecta sumergiéndolas en una solucion de vitavax y se
secan a la sombra, durante uno a dos dias sobre papel periddico. Para el semillero,
debemos desinfectar el sustrato con el fin de evitar enfermedades, mediante la
solarizacion, para lo cual mezclamos tres partes de tierra negra, con una de gallinaza
y arena, lo humedecemos y lo tapamos con un plastico transparente durante 45 dias.

(CORPOICA, Corporacion Colombiana de investigacion, 2001. CO)

Opcionalmente, se pueden colocar las semillas secas en un congelador durante 24
horas para acelerar la germinacién y romper la dormancia. Después de esto el
sustrato esta listo para ser utilizado en semilleros, en fundas plasticas o en pilones.
El método mas utilizado es el de semilleros, en el que la semilla se siembra en
hileras a chorro continuo con una distancia de diez centimetros entre hileras, o a
una distancia de tres centimetros entre cada semilla, luego se cubren con tierra

suelta. (MAG, Ministerio de Agricultura y Ganaderia 1996, EC)

Se pueden utilizar diferentes coberturas de proteccion, siendo la cobertura de paja
la mas beneficiosa, pues ayuda a conservar la humedad. La germinacion de las
semillas ocurre de los 15 a 22 dias, y cuando las plantulas tienen entre 10 y 15 cm

de altura se trasplantan. (Amaya, J. 2006)
3.5.5. Propagacion asexual

Es un método que reproduce clones. Esa propagacion implica la division auténtica
de las células, en la cual, hay una duplicacién integra del sistema cromosémico y
del citoplasma asociadas de la célula progenitora, para formar dos c€lulas hijas. En
consecuencia, las plantas propagadas vegetativamente reproducen, por medio de la
réplica del DNA, toda la informacién genética de la planta progenitora. Por esto,
las caracteristicas especificas de una planta dada son perpetuadas en la propagacion
de un clon. Este método puede producirse naturalmente por medio de bulbos,
rizomas, tubérculos, estolones y macollos. La propagacion asexual artificial puede

ser por acodos, estacas, injertos y micro propagacion de tejidos. (Huanca, W. 2010)
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3.6. La Biotecnologia

Es un area multidisciplinaria, que emplea la biologia, quimica y procesos, con gran
uso en agricultura, farmacia, ciencia de los alimentos, ciencias forestales y
medicina. Probablemente el primero que usé este término fue el ingeniero hungaro
Karl Ereky, en 1919. Una definicion de biotecnologia aceptada internacionalmente
es la siguiente: La biotecnologia se refiere a toda aplicacion tecnologica que utilice
sistemas biologicos y organismos vivos o sus derivados para la creacion o
modificacion de productos o procesos para usos especificos (Convention on

Biological Diversity, Article 2. Use of Terms, United Nations. 1992) (CB. Udec.)

Las aplicaciones de la biotecnologia son numerosas y se suelen clasificar de la

siguiente manera.
3.6.1. Biotecnologia roja

Se aplica a la utilizacion de biotecnologia en procesos médicos. Algunos ejemplos
son el disefio de organismos para producir antibidticos, el desarrollo de vacunas y
nuevos farmacos, los diagnosticos moleculares, las terapias regenerativas y el
desarrollo de la ingenieria genética para curar enfermedades a través de la terapia

génica.
3.6.2. Biotecnologia blanca

Conocida como biotecnologia industrial, es aquella aplicada a procesos industriales.
Un ejemplo de ello es el disefio de microorganismos para producir un producto
quimico o el uso de enzimas como catalizadores industriales, ya sea para producir
productos quimicos valiosos o destruir contaminantes quimicos peligrosos (por
ejemplo utilizando oxidorreductasas). También se aplica a los usos de la
biotecnologia en la industria textil, en la creacion de nuevos materiales, como
plasticos biodegradables y en la produccion de biocombustibles. Su principal
objetivo es la creacidn de productos facilmente degradables, que consuman menos
energia y generen menos deshechos durante su produccion. La biotecnologia blanca
tiende a consumir menos recursos que los procesos tradicionales utilizados para

producir bienes industriales.

14



3.6.3. Biotecnologia verde

Es la biotecnologia aplicada a procesos agricolas. Un ejemplo de ello es el disefio
de plantas transgénicas capaces de crecer en condiciones ambientales desfavorables
o plantas resistentes a plagas y enfermedades. Se espera que la biotecnologia verde
produzca soluciones mas amigables con el medio ambiente que los métodos
tradicionales de la agricultura industrial. Un ejemplo de esto es la ingenieria
genética en plantas para expresar plaguicidas, con lo que se elimina la necesidad de
la aplicacién externa de los mismos, como es el caso del maiz Bt. Si los productos
de la biotecnologia verde como éste son mas respetuosos con el medio ambiente o

no, es un tema de debate.
3.6.4. Biotecnologia azul

También llamada biotecnologia marina, es un término utilizado para describir las
aplicaciones de la biotecnologia con respecto a los ambientes marinos y acuaticos
(ecosistemas hidricos). Aun en una fase temprana de desarrollo sus aplicaciones son
prometedoras para la acuicultura, cuidados sanitarios, cosmética y productos
alimentarios asi como la preservacion y mantenimiento de ecosistemas naturales
acuiferos y se relaciona con la ultima de toda la biotecnologia gris que se enfoca en

la recuperacion del equilibrio ecoldgico.
3.6.5. La Biotecnologia agricola

Considerando una descripcion actual de las areas de aplicacion de esta amplia
multidisciplina, bajo un “codigo de colores”, la biotecnologia verde equivalente a
la “agricola”, se relaciona con la produccion agropecuaria sustentable con fines
alimentarios, industriales y ambientales. Cada vez mas se integran estrategias con
enfoque productivo y de sustentabilidad en la produccion de bienes y servicios a
través de la aplicacion de procesos biologicos. Nominalmente, la biotecnologia
‘verde’ incluye: gen para la biosintesis, procesamiento y almacenamiento de bienes
agricolas y pecuarios. Biofertilizantes y agrobioquimicos (no sintéticos), para
control de plagas y enfermedades. Técnicas para registro, monitoreo y manejo de

vida silvestre y conservacion de ecosistemas. Productos auxiliares para la
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reproduccion, buena nutricion, mantenimiento de la salud, control de enfermedades,
clonacién y modificacion genética de cultivos, ganado y mascotas. Cultivo de
tejidos vegetales y micro propagacion de plantas. Modelos vegetales para bio
remediacion y gestion ambiental. Generacidn directa (algas) o indirecta (almidon,
aceites) de biocombustibles. Busqueda y mejoramiento de nuevas fuentes de (bio)
materiales y energias renovables de origen vegetal, animal o microbiano para

construccion, acabados e instrumentos. (Agrobio México, s.f.)
3.7. Micro propagacion

El cultivo in vitro permite el crecimiento y desarrollo de material vegetal en
recipientes que lo separan del ambiente exterior y lo mantienen en condiciones
controladas y asépticas. Entre las diversas técnicas de cultivo in vitro, la micro
propagacion consiste en la produccion clonal de vegetales a partir, generalmente,
de apices o espantos nodales de una planta madre. La gran produccion de nuevas
plantas se ve favorecida gracias al rapido crecimiento del material vegetal in vitro

y ala proliferacion de tallos durante los subcultivos. (Damasco, L. 2013)

En cuanto a solandceas micro propagadas in vitro ya se han realizado experimentos
con brotes de papa (Solanum tuberosumy) por la doctora en ciencias bioldgicas y
genéticas Maria Antonia Malajovich de nacionalidad argentina. En la universidad
de los Andes en Venezuela se realizo experimentos in vitro con tomatillo (Physalis
ixocarpd L.) de origen mexicano. En la Universidad de Concepciéon en Chile
también se han realizado propagaciones con ayuda de la biotecnologia en una
especie floricola (Vestia foetida) de 1a familia de las solandceas llamadas chuplin o
palqui en chile, ademéas de las propagaciones realizadas en la Facultad de Ciencias
Agropecuarias y del Ambiente de la Universidad Estatal de Bolivar con tomate de
arbol comercial (Solanum betaceum Cav.) por parte del Ing. Agronomo Victor

Hugo Cortez.
3.7.1. Medios de cultivo

Una parte importante del cultivo in vitro son los Medios de Cultivo ya que en ellos

se encuentran las sustancias necesarias para el crecimiento y desarrollo de los
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tejidos vegetales. Un medio de cultivo es una solucién acuosa en donde se
encuentran disueltas sales minerales que aportan los elementos esenciales
Macronutrientes (N, P, K, S. Ca y Mg) y Micronutrientes (Fe, B, Mn, Zn, Cu, Mo,
y Co). Normalmente es imprescindible una fuente de carbono, generalmente la
sacarosa, debido a la escasa actividad fotosintética de los tejido in vitro. Ademas,
el medio puede ser enriquecido con Aminoacidos, Vitaminas y Reguladores del
Crecimiento. Los medios de cultivo se preparan a partir de soluciones concentradas
10 o 100 veces (Soluciones Madre o Stock). En la solucién madre se pueden
mezclar varias sales minerales siempre que no se produzcan problemas de
precipitacion. Algunos elementos, como el Fe, se utilizan en forma de quelatos para
mantener su disponibilidad durante el cultivo. Los medios de cultivo se pueden
utilizar de forma liquida o con un agente gelificante como el agar. (Damasco, L.

2013)
3.7.2. Sales minerales MS (Murashige y Skoog, 1962) en (mg/It)

< (NH4)NO3 1.650

< KNO3 1.900

% CaCl2.2H20 0.440

< MgS04.7H20 0.370

% KH2PO4 0.170

% FeS04.7H20 0.0278

% Na2EDTA. 2H20 0.0372
< MnSO4.H20 0.0169

% ZnS04.7H20 0.0086

% H3B03 0.0062

% KI0.00083

% Na2Mo04.2H20 0.00025

% CuS0O4.5H20 0.000025
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CoCl2.6H20 0.000025
Mioinositol 0.100
Tiamina HCI 0.0001
Acido nicotinico 0.0005
Piridoxina HCI 0.0005
Glicina 0.002

Micronutrientes en mg/lt
FeSO4.7H20 27,8
Na2EDTA 37,3
H3BO3 6,2
MnS0O4.4H20 22,3
ZnS0O4.7H20 8,6
Na2Mo04.2H20 0,25
CuS04.5H20 0,025
CoCl2.6H20 0,025
KI10,83

Vitaminas en mg/lt
myo- Inositol 100
Tiamina HCI1 0,1
Acido nicotinico 0,5
Glicina 2, 0
Piridoxina HC1 0,5

Gelificante en g/It

Agar 7.5
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3.7.6. Fuente de energia en g/lt
% Azucar 30

3.7.7. Elaboracion de soluciones madre del medio de cultivo murashige y
skoog

Para la realizacion del medio de cultivo “MS” se elaboran las siguientes:

X/

¢ Stock de macronutrientes
¢ Stock de micronutrientes

¢ Stock de kelatos de Fe

¢ Soluciones Stock de vitaminas

¢ Soluciones Stock de Reguladores
(Damasco, L. 2013)

3.7.8. Fitoreguladores

Son las hormonas vegetales que se encargan de regular cambios y promover
principios fisioldgicos, propios de las plantas, (inductores o inhibidores) las cuales
actian en muy bajas concentraciones. Se dividen en Auxinas, Acido abcisico,
Citoquininas, Etileno y Giberalinas, en la presente investigacion se utilizaran la
Bencil adenina y la Kinetina dos de las tres citoquininas de la cadena lateral amino

6 de naturaleza aromatica. (Gracia, J. s.f)
3.7.9. Citoquininas

Hormonas vegetales que promueven la division y diferenciacion celular. En 1955,
Miller y Skoog consiguieron preparar por tratamiento térmico de ADN un
compuesto, el O-furfurilamino purina, que promovia la divisién celular.
Denominaron a esa sustancia quinetina y llamaron a los reguladores que se incluian
dentro de este grupo citocininas (citoquininas), debido a su aparente implicacion en
los procesos de citocinesis, o division celular. La quinetina es una citocinina
artificial que probablemente no existe en plantas de modo natural, tiene una

estructura relativamente simple. En 1964, Letham y sus colaboradores aislaron una
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citoquinina natural a partir de semillas de maiz (Zea mays), a la que denominaron

zeatina, la cual es la citoquinina natural mas activa que se conoce. (Pérez, S. 2006)
3.8. Plagas y enfermedades mas importantes
3.8.1. Nematodos

Los nematodos pertenecen al reino animal, son microscopicos, anillados,
semejantes a una lombriz, estan distribuidos en casi todo el mundo y parasitan tanto

a animales como a plantas. (Agrios, G., 2009)

Los Nematodos es una plaga muy importante en el cultivo de tomate de arbol, son
microscopicos, de wunos 0,2 milimetros. Hay varios géneros de
nematodos: (Meloidogyne spp., Pratylenchus spp., Ditylenchus spp.) (Cantuiia N.
2013)

Daiian las raices de las plantas. Se introducen en ellas y absorben sus jugos. No hay
suelo que no tenga Nematodos, aunque para producir dafios su nimero tiene que
ser elevado y las especies de plantas tienen que ser sensibles a ellos. Como son
microscopicos, para saber si un suelo tiene niveles altos de Nematodos se tendria
que tomar una muestra de tierra y raices y analizar en laboratorio especializado.
Proliferan mejor es en suelos arenosos, con calor y riego abundante. Son muy
sensibles a la sequia o a la falta de cultivo. Requieren para vivir lugares muy
humedos. Un suelo sin vegetacion o sin riego un afio o mas, reduciria mucho la
poblacién. Los sintomas se confunden con varias cosas: exceso de agua, sequia,
carencia de nutrientes, etc. Cuando se trata del género (Meloydogine spp) (el mas
frecuente), si se extraen las raices del suelo se observan: bultos en dichas raices
llamados "batatillas", "porrillas" o “agallas”. Existen varios esfuerzos para sesgar
los ataques de nematodos utilizando porta injertos con plantas como Palo Blanco
(Solanum auriculatumy), el Cajacu (Solanum hispidum) y el Palo Bobo (Nicotiana
glauca Gram.) mas conocida en nuestro pais como sacha tabaco, pero en este
ultimo se ha presentado problemas de acidez en el fruto, lo que ha generado un

rechazo de los mercados. (Camacho, V. 2011)
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Cuando los nematodos llegan a infestar un suelo es practicamente imposible
eliminarlos. Pueden persistir en el suelo, en varios casos por mas de 20 afios en
ausencia de su hospedero. Para este fin, algunos géneros de nematodos han
desarrollado estructuras de resistencia como el quiste y la matriz en cuyo interior
se encuentran los huevos protegidos de condiciones ambientales adversas. (Cepeda,

M. 2009)

Los nematodos parasitos de plantas reducen la produccion agricola mundial entre
un 12% y un 20%. (FAO. Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura 2013)

El tomate de arbol silvestre al ser utilizado como porta injerto no alterara el sabor
del fruto obtenido ya que en si es un tomate de arbol y es considerada en el sector
rural como planta medicinal. Los nematodos al alimentarse dafian las raices
afectando la funcién fisiologica de nutricidn de la planta lo que hace que las plantas
luzcan raquiticas, clordticas, con tendencia a marchitarse en dias calurosos y se

distribuyen en forma de parches en el campo.

Nematodos agalladores (Meloidogyne spp.) Generalmente pasan el invierno en
suelo en forma de huevos. En primavera conforme la temperatura del suelo se
incrementa, los juveniles de segundo estado, eclosionan, emigran a través del suelo
y penetran en las raices de las plantas hospedadoras, donde establecen sitios de
alimentacion. Durante el crecimiento, los juveniles van engrosando y mudando
hasta convertirse en hembras adultas o machos. Las hembras son redondeadas e
inmoviles, los machos filiformes y generalmente abandonan la raiz pues no se
alimentan. Las hembras producen hasta 3000 huevos envueltos en una masa
gelatinosa. Generalmente los nematodos agalladores completan su ciclo en menos
de un mes dependiendo de la temperatura del suelo y por tanto puede tener varias

generaciones durante un cultivo. (Duncan, L. 1991)

El nematodo agallador de raices es una plaga de gran importancia econdémica en

todo el mundo, especialmente en paises tropicales y subtropicales.
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Se reportan pérdidas de la produccion mundial por causa de este nematodos en
aproximadamente 115 mil millones de dolares anual. En Ecuador
se encuentra presente en todas las regiones, aunque las incidencias mas altas estan
en las zonas calientes, donde tienen ciclos bioloégicos de 21-30 dias e indices
de reproduccion sobre los 1000 huevos. Los cultivos con mayores pérdidas
economicas son las hortalizas, leguminosas y frutales, por lo general los
productores no detectan el problema antes de la siembra y cuando lo identifican en
su afan de salvar parte de la produccion se ven obligados a utilizar nematicidas,
productos peligrosos y de alto costo. El Ecuador estima pérdidas del 90% en
rendimiento de cultivo en tomate de arbol a causa de (Meloidogyne incognita).

(Revelo, J. 2003)

A nivel mundial, en cambio, se han registrado pérdidas anuales de 100 billones de
euros en alrededor de 3000 plantas hospederas para este nematodo. El género
Meloidogyne pertenece a la familia Heteroderidae, de la clase Chromatorea del
phylum Nematoda. Las especies dentro de este grupo son endoparasitos sedentarios
obligados distribuidos por todo el mundo los cuales obtienen su alimento del
citoplasma de las células de la planta hospedera. El ataque del nematodo se refleja
en la formacion de nudos en las raices que penetran, ocasionando que la planta no
crezca, se debilite, deshidrate e incluso sea susceptible a otros patdgenos como

(Phytophthora infestans) y (Fusarium spp.). (Cantufia N. 2013)

Las especies de (Meloidogyne spp.) causan pérdidas cuantiosas alrededor del
mundo (100 billones de euros al afio) en diversos cultivos incluidos los solanaceos.

(Abad et al., 2003)

Su morfologia es a manera de gusanos cilindricos de aproximadamente 1 mm de
largo dificilmente apreciables por el ojo humano. Poseen ademas dos estructuras
especializadas en la parasitosis: estiletes, ubicados en el polo anterior del nematodo
que le permiten penetrar las pared y membrana celular de las células vegetales y
glandulas secretoras esofagicas, que proveen de sustancias bioquimicas tanto para

la penetracion y migracion del nematodo como para el desarrollo de las
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nodulaciones producto de las alteraciones metabolicas dadas por sus secreciones.

(Zarate, S. 2008)

Las enfermedades mas comunes que afectan al tomate de arbol son: Manchas
foliares causadas por (Alternaria sp.) y (Cercospora sp.) Antracnosis de la fruta
(Colletotrichum gloesporoides), Oidio (Oidium spp), (Pythium sp.) y
(Phytophthora sp.) virus (virus de la mancha anular del tomate que atacan ramas,
hojas y frutos. Las plagas mas importantes son afidos (Mizus sp.), chinches
(Leptoglosus zanatus) y nematodos de la raiz (Meloidogyne spp). (Salazar, S.
2015)

En el caso de ataque severo de nematodos las pérdidas que ocasiona se estiman en
70%, especialmente por la reduccion de la vida util de la planta. (INIAP. Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias DICYT, Agencia Iberoamericana para

la difusion de la ciencia y la tecnologia, 2010)
3.8.2. Sintomas generales de los nematodos

Las hojas toman un color verde palido o amarillo que se marchita cuando el clima
es calido (puede confundirse con falta de nutrientes). Plantas raquiticas, con poco
desarrollo, descoloridas. Esto aumenta su susceptibilidad al frio, a hongos y
bacterias. Los vegetales afectados pueden llegar a morir por la accién directa del
Nematodo o por los parasitos de debilidad. Debilitamiento progresivo de la planta,
(marchitamiento). Suelen manifestarse por rodales o lineas de cultivo. (Soria, N.

2009)
3.8.3. Control

En agricultura comercial, intensiva, hay tres formas.- Hacer una desinfeccion con
fumigantes tdxicos, desinfeccion con otros productos no fumigantes y de aplicacion
mas sencilla y la solarizacion. Se deberan utilizar productos antagonicos como el
bioway u otros, alternado con la aplicacion de nematicidas ecoldgicos como el
nematron a razéon de 4 litros/ha, mediante 2 a aplicaciones consecutivas hasta

controlar las poblaciones. (Soria, N. 2009)
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3.8.4. Control general de plagas y enfermedades

Para el control de las plagas y enfermedades mas generales se deben alternar
productos de origen ecoldgico de acuerdo con las recomendaciones y dosis del
fabricante. A continuacidn se citan algunas opciones de dichos productos que estan
dando interesantes resultados en el cultivo de tomate de arbol. Fungicidas:
Fungbacter Krypthon ExcellentCobre TNMil-agroOidio mil Insecticidas:
PestoneNeem knock.  (Soria, N. 2009)

3.8.5. Labores culturales

Para el control de malezas es preferible hacerlo en forma manual, en el caso del
riego se puede incluir sistemas de goteo para hacer mas eficiente, el manejo del
agua. Las podas y demads labores culturales pueden corresponderle a la forma
tradicional que se lo ha venido haciendo en el cultivo. El cultivo de especies
comerciales es mas productivo durante los 3 primeros afios, alcanza rendimientos
entre 40.000-50.000 kg/ha/afio, el precio al interior del pais varia entre U.S. $
0.2-0.7/kg, pero a nivel externo dicho precio se incrementa en vanas veces. A
continuacion se presenta un resumen de nombres comunes de la especie y la
distribucion en el area andina. Nombre comun: "Tomate de arbol", "tamarillo”,
"tomate de agua’, “tomate cimarron”, “tomate chimango”, "tomate de Lima”,

” " "

"tomate del monte”, "tomate de palo”, "tomate de Castilla", "tomate de la paz”,

"tomate del serrano”, "tomate silvestre”. ( Soria, N. 2009)
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IV. MARCO METODOLOGICO.
4.1. Materiales

4.1.1.  Ubicacion de la investigacion

La presente investigacion se realizo en el laboratorio de biotecnologia de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias Recursos Naturales y del Ambiente, en la granja
Aguacoto II en la parroquia Veintimilla del canton Guaranda, provincia de Bolivar.

4.1.2. Condiciones geograficas y climaticas

Ubicacion geo referencial del laboratorio de biotecnologia de 1a facultad de ciencias

agropecuarias y del ambiente de la UEB.

Caracteristicas Laboratorio de biotecnologia de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias
Recursos Naturales y del Ambiente de
la UEB.

Altitud 2668 msnm.

Latitud 1°36° 557 S

Longitud 78° 59" 537 O

Temperatura media 13.5 °C

Heliofania 780 h/afio

Precipitacién promedio anual 845 mm

Zona de vida (bs-MB)

(PDOT BOLIVAR 2012. Plan de desarrollo y ordenamiento territorial)

Zona de vida de acuerdo con el sistema de clasificacion de zonas de vida de Leslie Holdridge, 1971.
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Material experimental
Brotes de tomate de arbol silvestre (Solanum sp.)
“SIMBOLO.- Es”
Materiales de campo
Camara digital
Libro de campo
Esferos
Tijeras de poda
Machete
Botas de caucho
Jabon liquido
Material de laboratorio
Cabina de flujo laminar horizontal
Refrigerador domestico
Autoclave
Vidrieria
Balanza
Horno microondas
Agitador magnético
Soluciones stock
Medios de proliferacion
Magentas
Agua

Pafiuelos
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Franelas
Bandeja de plastico
Estante
Frascos
Gorro
Mascarilla
Guantes
Gafas
Pinzas
Bisturi
Mechero
Alcohol 70 ©
Alcohol de 90 °
Libreta
Esfero
Gel desinfectante
Jabon liquido
Medio de proliferacion
Regla
Material de oficina
Disco extraible
Flash memory
Hojas de papel bond A4

Esfero



4.1.7. Equipos de oficina
s Computadora
¢ Escritorio
% Impresora
4.2. Meétodos
4.2.1. Factores en estudio
4.2.1.1. Fitoreguladores: “FA”
¢ Bencil adenina.- BA
¢ Kinetina.- KN
4.2.1.2. Dosis: “FB”
s 10 mg/lt
% 30 mg/lt
% 50 mg/lt

4,2.2. Tratamientos

En (DCA)
Tratm. N° Codigo Descripcion
T1 Al1B1 Es + BA + 10 mg/1t
T2 Al1B2 Es + BA + 30 mg/1t
T3 A1B3 Es + BA + 50 mg/1t
T4 A2B1 Es + KN + 10 mg/It
TS A2B2 Es + KN + 30 mg/It
To6 A2B3 Es + KN + 50 mg/It




4.2.3. Tipo de diseiio (DCA)

FUENTES DE VARIACION GRADOS DE | CME*
LIBERTAD

Tratamientos (t-1) 5

Factor A: Fitoreguladores (2-1) 1 P e+12 6°FA

Factor B: Dosis de Fito.R. (3-1) 2 [2e+ 6 O°FB

FA x FB: (A-1) (B-1) 2 [?e+ 3 0 FA x FB

Error Experimental t (r-1) 12 P e

Total (txr)-1 17

Se evaluo tukey al 5 %, tendencias polinomiales para el FB, Interaccion A x B,

Correlacion y regresion simple.
4.2.4. Datos Tomados
4.2.4.1. Numero de brotes por explante

El numero de brotes por explante (NBE) se tomé por observacion directa a partir
de los 30, 45 y 60 dias del ultimo transmagentado a sus respectivos medios de
proliferacion con Fito reguladores y en dosis respectivas en cada magenta, se

considerd un brote al presentar éste al menos dos hojas.
4.2.4.2. Numero de hojas por brote

La variable nimero de hojas por brote (NHB) se tomo por observacidn directa en
la magenta a los 30, 45 y 60 dias del transmagentado a sus respectivos medios de
proliferacion con Fito reguladores y dosis respectivas, se consideraron hojas

desarrolladas todas menos la primera y la ultima, las cuales estuvieron en desarrollo.

29



4.2.4.3. Altura de brotes

En altura de brotes (AB) se tomo con la ayuda de una regla por la parte exterior de
la magenta desde la parte coronal superficial de la base del brote hasta su apice a
los 30, 45 y 60 dias del transmagentado a sus respectivos medios de proliferacion

con Fito reguladores y con sus respectivas dosis.
4.2.4.4. Volumen de raiz

Para el volumen de raiz (VR) se determin6 separando la parte aérea de la parte
radical del brote en la camara de flujo laminar y con base en el principio de
Arquimedes, se utilizo una balanza de precision y un vaso de precipitados con agua,
se procedid a sumergir las raices en el agua, sin tocar las paredes del vaso, se
registro un aumento de peso en el sistema (medido en g) que equivale al volumen
de la raiz en cm® durante 60 dias posteriores al transmagentado definitivo a sus

respectivos medios de proliferacion con Fito reguladores y sus respectivas dosis.
4.2.4.5. Nuamero de magentas contaminados

El nimero de magentas contaminadas (NMC), se evaluo por observacion directa la
presencia de agentes patdgenos causados por hongos durante los 60 dias que es el
tiempo que transcurrio desde el transmagentado a sus respectivos medios de
proliferacion. Considerando que una magenta esta contaminada cuando en el medio
de cultivo se observa la presencia de manchas (esporas) blanquecinas o grises, las
cuales con el transcurso del tiempo se diseminan por toda la magenta formando una

estructura algodonosa.
4.2.5. Tipo de analisis

La presente investigacidn fue de campo, explicativa, descriptiva y experimental, la
misma que nos proporciond datos reales con mayor precision debido a que se
obtuvo mas grados de libertada para el error o varianza en el laboratorio de
biotecnologia de la UEB, esto es en el sector Laguacoto, canton Guaranda,

provincia Bolivar.
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4.3.

Manejo del ensayo

En la presente investigacion se procedio de la siguiente manera.

A.

Se utiliz6 los brotes de tomate de arbol silvestre provenientes del sector
Cascarillas, de la parroquia San Pablo de Atenas, canton San Miguel,

provincia Bolivar, que se encuentra a una altura de 2.750 msnm.

. En primera instancia se procedio a la preparacion del medio de cultivo con

agar, el mismo que fue de proliferacion, a fin de estimular el desarrollo de
los brotes en cada explante en el menor tiempo posible capaz de manejar en

el siguiente ensayo.

Se tomaron los brotes de la coleccion de plantas silvestres del laboratorio de
biotecnologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, Recursos Naturales
y del Ambiente de la “UEB” y se procedid esterilizarlos para colocarlos en
un medio de proliferacion para su desarrollo, trasladandose a un lugar
aséptico e iluminado con luz artificial “area de incubacion” para estimular

sus procesos metabdlicos normales.

. Cuando alcanzaron una altura de 3cm en la magenta se procedid a cortar

con la ayuda de un bisturi los nuevos brotes y se procedio al transmagentado
con el fin de multiplicar mas plantas a partir de estas, luego se colocaron los
brotes obtenidos de los explantes en magentas con otro medio de

proliferacion.

. Una vez que se obtuvo los nuevos brotes en la cantidad necesaria para

cumplir con el ensayo, se transmagentd nuevamente a los medios de
proliferacion en magentas de vidrio que contenian los Fito reguladores y
dosificaciones respectivas en donde se tomaron los primeros datos y se

coloco un brote por magenta.

A los 30, 45 y 60 dias del ultimo transmagentado se tomaron los datos de
todas las variables propuestas en la investigacion, los mismos que fueron
evaluados y analizados respectivamente de acuerdo al analisis estadistico

planteado.
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G. La tabulacion de datos se analizaron estadisticamente con el programa
statistix 9.0 para la comprobacion de las hipotesis (Ha — Ho) mismos
resultados que nos permitieron elaborar las conclusiones y recomendaciones

validas para concluir esta investigacion.
4.4. Plan de procesamiento y analisis

Los datos obtenidos en el laboratorio de biotecnologia fueron procesados, llevados
a partir de un modelo de disefio experimental completamente aleatorizado (DCA),
lo que permiti6 graficarlos con ayuda del programa estadistico “statistix 9.0” y se
realizo el respectivo analisis cualitativo y cuantitativo de cada uno de los items
estudiados generando conclusiones y recomendaciones validas para la propagacién
in vitro del tomate de arbol silvestre eco tipo originario del sector Cascarillas de la

parroquia San Pablo de Atenas, canton San Miguel provincia Bolivar.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

S.1. Variables agronémicas

Cuadro N° 1. Resultados de la Prueba de Tukey para comparar los promedios del
FA (Fitorreguladores) en las siguientes variables: Numero de brotes por explante
(NBE); Numero de hojas por brote (NHB); Altura de brotes (AB); Volumen de raiz
(VR) y Numero de magentas contaminadas (NMC). Laguacoto 2017.

INDICADORES FITORREGULADORES MEDIA CV%
Al A2 GENERAL
Bencil Adenina Kinetina
(BA) (KN)
Numero de brotes por 2A 1B 2 19.50

explante (NBE) **

Numero de hojas por brote 3A 2A 2 15.75
(NHB) *

Altura de brotes (AB) ** 21A 1.0B 1.55 17.22
Volumen de raiz (VR) ** 04A 03B 0.32 21.15
Numero de magentas 1A 1A 1 27.12

contaminadas (NMC) ns

Promedios con distinta letra, son estadisticamente diferentes al 5 %.

NS = No significativo
* = Significativo al 5 %
** = Altamente significativo al 1 %

5.2. Factor A (fitorreguladores)

La respuesta de la micro propagacion in vitro de las plantas de tomate en cuanto a
las variables nimero de brotes por explante (NBE); altura de Brotes (AB) y
volumen de raiz (VR) fueron altamente significativos, en cuanto al numero de hojas
por brote (NHB) fue significativo; Sin embargo en la variable nimero de magentas

contaminadas (NMC); se obtuvo un resultado no significativo (Cuadro N° 1).
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En la variable nimero de brotes por explante (NBE), se registré un promedio de
2 brotes con la induccion de Bencil adenina (BA) y 1 brote con la induccién de
Kinetina (KN); con una clara diferencia de 1 brote determinadas por la naturaleza

de cada fitohormona. (Cuadro N° 1y Gréfico N° 1).

Dichos resultados se debieron probablemente a que la Kinetina tiene una estructura
relativamente simple en comparacién con Benciladenina que posee una estructura
que se deriva de la adenina la misma que estéa relacionada principalmente en los

procesos de division celular. (Han. 2001)

Esta comprobado que se puede lograr una alta frecuencia y diferenciacion de brotes
con el uso de Bencil adenina (http://eprints.uanl.mx/330/1/1080110323.html).

Grafico N° 1. Resultados del FA obtenidos en la variable Nimero de brotes por explante (NBE).
Elaborado por: Alvaro Xavier Pazmifio.

En cuanto al indicador nimero de hojas por brote (NHB), se determind un
promedio de 3 hojas por brote correspondientes a la induccién de Bencil adenina
(BA); mientras que se determin6 un promedio de 2 hojas por brote con Kinetina

(KN) (Cuadro N° 1y Grafico N° 2).
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Debido al componente y a la dosis utilizada, BA desempefié un papel importante
en el nimero de hojas por brote, misma induccion determinada por el potencial de
division celular presentes en esta hormona.

(http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_....)

En promedio general se presenté un resultado significativo, puesto que la
fitohormona Bencil adenina (BA) registré 1brote mas en comparacion con Kinetina

(KN) (Cuadro N° 1).

Grafico N° 2. Resultados del FA obtenidos en la variable Nimero de hojas por brote (NHB).
Elaborado por: Alvaro Xavier Pazmifio.
Para la variable altura de brotes (AB), se registré un promedio de 2.1 cm

correspondientes a la induccion de Bencil adenina (BA); mientras que se registro

un promedio de 1cm con Kinetina (KN) (Cuadro N° 1y Grafico N° 3).

Como promedio general A1 registr6 1.1 cm mdas en comparacion con A2. Lo que
demuestra que la induccion por Bencil adenina (BA) estd encaminada o tiene

relacidn con el incremento de procesos de divisién celular de los brotes (Cuadro N°

1).
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Gréfico N° 3. Resultados del FA obtenidos en la variable Altura de brotes (AB) en cm.

Elaborado por: Alvaro Xavier Pazmifio.

En cuanto al volumen de raiz (VR), se registr6 un promedio de 0.4 g que
corresponden a Ai y 0.3 g en A2; con una media general de 0.32 g y un coeficiente
de variacion de 21.15 % (Cuadro N° 1y Gréafico N° 4).

Como resultado general, A1 registr6 0.1 g més que A2; mismos resultados que

equivalen al volumen de la raiz en cms (Cuadro N° 1).

Grafico N° 4. Resultados del FA obtenidos en la variable Volumen de raiz (VR) en g.

Elaborado por: Alvaro Xavier Pazmifio,
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Enlo que se refiere a la variable Numero de magentas contaminadas (NMC), fue
no significativo (ns); registrando una media general de 1 (magenta contaminada)
mismas que son ocasionadas por hongos; con un coeficiente de variacion de 27.12
% (Cuadro N° 1) que refleja un resultado positivo ya que en el laboratorio de
Biotecnologia en el cual se realizd esta investigacion la media porcentual de
contaminacion es de 30-40 %. Posiblemente los diferentes trabajos realizados en el
laboratorio y especialmente en el ensayo se manejaron con los protocolos de asepsia

necesarios para evitar contaminaciones.

Los resultados no significativos se dieron debido a que las técnicas de cultivos in
vitro son la més adecuadas para erradicar patégenos, propagar clones en grandes
cantidades y en corto tiempo, multiplicar plantas recalcitrantes a las técnicas
convencionales, facilitar el transporte del material in vitro de un lugar a otro,
posibilitar la multiplicacion rapida de una variedad de la cual existan pocos

individuos y esté en peligro de extincion. (Ramos, J. 2012)
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Cuadro N° 2. Analisis de Tendencias Polinomiales para el Factor B (Dosis de
Fitorreguladores) en las siguientes variables: Numero de brotes por explante
(NBE); Numero de hojas por brote (NHB); Altura de brotes (AB); Volumen de raiz
(VR) y Numero de magentas contaminadas (NMC). Laguacoto 2017.

DESCRIPTOR FACTOR B: DOSIS DE RESPUESTA
FITORREGULAORES
B1 B2 B3 LINEAL | CUADRATICA
Ntmero de brotes por| 135B 217A | 149B Ns *

explante (NBE) **

Niumero de hojas por 2B 3.17 A 2.67 Ns *k
brote (NHB) ** AB

Altura de brotes (AB) ** 143 B 180A | 141B *k *k
Volumen de raiz (VR)ns | 025 A 032A [ 033A Ns Ns
Numero de magentas | 0.50 A 066A | 017A Ns Ns

contaminadas (NMC) ns

Promedios con la misma letra, son estadisticamente iguales al 5% y promedios con distinta letra son
estadisticamente diferentes al 5%.

5.3.  Factor B (dosis de fitorreguladores)

La respuesta de las dosis de fitorreguladores Bi: 10; B2: 30 y Bs: 50 (mg); en
relacidn a las variables numero de brotes por explante (NBE); nimero de hojas por
brote (NHB) y Altura de brotes (AB) fueron estadisticamente diferentes es decir

altamente significativos (Cuadro N° 2).

En las variables volumen de raiz (VR) y nimero de magentas contaminadas (NMC)
se presentaron resultados estadisticos similares es decir no significativo (Cuadro N°

2).

En la variable Niimero de brotes por explante (NBE), el promedio méas alto se
registro en B2 (30 mg) con 2.17 (2 brotes) y el menor se registro en B1 (10 mg) con

1.35 (1 brote) (Cuadro N° 2 y Grafico N° 5).
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En promedio general se registr6 una respuesta lineal no significativa y una respuesta
cuadratica significativa; mismos resultados que se muestran en el Grafico N° 5,
donde se puede observar que el uso de la citoquinina en dosis de 10 a 30 mg
aumentan el nimero de brotes, mientras que en el rango de 30 a 50 mg existié un
punto de inflexion ya que en ese rango la curva decrece, lo que se traduce en la
disminucion del namero de brotes por explante, posiblemente porque la genética
especifica del ecotipo utilizado en esta investigacion no resista dosis altas de

fitorreguladores o tienda a intoxicarse.

Grafico N° 5. Resultados del FB obtenidos en la variable Nimero de brotes por explante (NBE).

En cuanto a la variable Numero de hojas por brote (NHB), se registr6 un
promedio de 3.17 (3 hojas) que corresponden a B2 (30 mg); en contraste con B1 (10

mg), en donde se registré un promedio de 2 hojas (Cuadro N° 2 y Gréfico N° s).

Como promedio general se determind una respuesta lineal no significativa y una
respuesta cuadratica altamente significativa, los mismos resultados que se exponen
en el Grafico N ° 6. Se puede notar que en el incremento de la dosis (10 - 30 mg)
el promedio del niumero de hojas se eleva, mientras que al incrementar la dosis (30
- 50 mg) del fitorregulador crea un punto de cambio o inflexién, puesto que el
promedio de nimero de hojas tiende a decrecer, posiblemente debido a que la alta

concentracidn del fitorregulador ocasione que el explante tienda a intoxicarse.
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Grafico N° 6. Resultados del FB obtenidos en la variable Nimero de hojas por brote (NHB).

En lo que se refiere a la variable Altura de brotes (AB), se obtuvo una respuesta
lineal y cuadratica altamente significativa; registrandose el promedio mas alto en
B2 (30 mg) con 1.80 cm de altura, mientras que el promedio méas bajo se registré en
Bs (50 mg) con 1.41 cm de altura (Cuadro N° 2 y Grafico N° 7).

En estos resultados se puede notar que la cantidad de citoquininas 6ptima para el
desarrollo de brotes se encuentra entre 30 y 40 mg puesto que en este rango los
promedios para altura de brotes se elevan, en comparacién con las dosis de

aplicadas en B1y Bs (10 y 50 mg respectivamente) (Grafico N° 7).

Gréafico N° 7. Resultados del FB obtenidos en la variable Altura de brotes (AB).
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Para la variable Volumen de raiz (VR), se presentaron resultados no significativos;
registrandose el promedio mayor en B3 (50 mg) con 0.33 g, generando resultados o
promedios muy bajos, posiblemente por el uso de medio de cultivo de proliferacion
y no de crecimiento, ocasionando el desarrollo de un “callo” en vez de raiz (Cuadro

N° 2).

En cuanto a la variable Nimero de magentas contaminadas (NMC), también se
presentaron resultados no significativos, registrandose el promedio mas elevado en

B2 (30 mg) con 0.66 (1 magenta) (Cuadro N° 2).

Cuadro N° 3. Resultados de la prueba de Tukey al 5% para comparar los promedios
de tratamientos en la interaccion de factores AxB (Fitorreguladores x Dosis); en las
siguientes variables: Numero de brotes por explante (NBE); Numero de hojas por
brote (NHB); Altura de brotes (AB); Volumen de raiz (VR) y Numero de magentas
contaminadas (NMC). Laguacoto 2017.

TRATAMIENTOS
INDICADORES T1 T T3 T4 T5 Té6 CV %
A1BI1 A1B2 A1B3 A2BI1 A2B2 A2B3
NBE *#* 2 AB 267 A 2 AB 1B 1.68 AB | 1.59 AB 12.4
NHB ** 2.33B 4 A 2.36B 1.67B 2.33B 3 AB 17.7
ARB ** 2B 25A 1.8B 087C 1.1C 1.03C 15.3
VR ns 03A 0.4 A 033 A 02AB | 023AB | 033A 13.34
NMC ns 1A 0A 033 A 0A 1.33A 0A 28.4

Promedios con la misma letra, son estadisticamente iguales al 5% y promedios con distinta letra son
estadisticamente diferentes al 5%.

NS = No significativo

* = Significativo al 5 %
** = Altamente significativo al 1 %

41



5.4. Interaccién de factores A x B (fitorreguladores x dosis)

La respuesta de los genotipos de tomate de arbol silvestre en cuanto a la interaccion
de FA y FB para las siguientes variables: Numero de brotes por explante (NBE);
Numero de hojas por brote (NHB) y Altura de brotes (AB) fueron estadisticamente
diferentes, es decir, que la frecuencia y diferenciacién celular estan relacionados o

dependen del tipo de fitorregulador y la dosis aplicada (Cuadro N° 3).

Sin embargo, la respuesta de los genotipos de tomate en cuanto a la interaccién de
FA 'y FB en las siguientes variables: Volumen de raiz (VR) y Nimero de magentas
contaminadas (NMC) fueron estadisticamente iguales, es decir, que estas variables
o0 indicadores no dependieron del tipo de fitorregulador, asi como de la dosis

utilizada, ya que son variables cuantitativas (Cuadro N° 3).

En cuanto a la variable Numero de brotes por explante (NBE), el promedio mas
elevado se registrdo en T2: AiB2 (Bencil adenina x 30 mg) con 2.67 (3 brotes);
seguido de T1: A1B1(Bencil adeninax 10 mg) y T3: A1B3 (Bencil adenina x 50 mg)

con un promedio de 2 brotes por explante (Cuadro N° 3).

La respuesta de nimero de brotes por explante dependié del tipo de fitorregulador

y de la dosis aplicada (Grafico N° g).

Grafico N° 8. Promedios de la interaccion AxB en la variable Nimero de brotes por explante (NBE).
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Para la variable Numero de hojas por brote (NHB), se registr6 como promedio
méas elevado en T2: AiB2 (Bencil adenina x 30 mg) 4 hojas; mientras que el
promedio méas bajo se registré en T4: A2B1 (Kinetina x 10 mg) con 1.67 (2 hojas)

(Cuadro N° 3y Gréafico N° 9).

La respuesta obtenida en esta investigacion muestra que el nimero de hojas por
brote dependi6 del tipo de fitorregulador y de la dosis aplicada, por lo que queda
validado lo expuesto por diversos autores de que la respuesta in vitro es altamente

influenciada por el genotipo, tipo de explante, concentracién y tipo de citoquinina.

Grafico N° 9. Promedios de la interaccién AxB en la variable Nimero de hojas por brote (NHB).

En lo que respecta al indicador Altura de brotes (AB), se registrd6 el mejor
promedio en T2: A1B2 (Bencil adenina x 30 mg) con 2.5 cm de altura, mientras que
el promedio més bajo se registré en T4: A2B1 (Kinetina x 10 mg) con 0.87 cm de
altura (Cuadro N° 3y Grafico N° 10).

Los presentes resultados muestran que la altura de brotes dependi6 del tipo de

fitorregulador y de la concentracion utilizada.
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Grafico N° 10. Promedios de la interaccion AxB en la variable Altura de brotes (AB).

44



5.5. Analisis de correlacion y regresion lineal

Cuadro N° 4. Resultados del anélisis de Correlacion y Regresion Lineal; en las
siguientes variables: Numero de brotes por explante (NBE); Altura de brotes (AB)
y Dosis (FB) comparadas con el Numero de hojas por brote (NHB).

Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de
Indicadores Correlacion Regresion Determinacion (%)
“r” “b” “RZ”
Numero de brotes por 0.32 6.83 ** 34
explante (NBE) **
Altura de brotes (AB) * 0.28 338 % 14
Dosis (FB) ** 0.11 130 * 12

** Altamente significativo 1%
* Significativo 1%

5.5.1. Coeficiente de correlacion “r”

Es la relacion positiva o negativa entre dos variables y su valor maximo es +/- 1y

carece de unidades.

En la presente investigacion los indicadores que presentaron estrechez positiva y
significativa comparadas con el Numero de hojas por brote (NHB), fueron: Numero

de brotes por explante (NBE), Altura de brotes (AB) y Dosis (FB) (Cuadro N° 4).
5.5.2. Coeficiente de regresion “b”

Es la asociacion positiva o negativa entre las variables independientes (Xs)
comparadas con el componente mas relevante (Y), lo que indicara el aumento o

disminucién del componente evaluado, por cada cambio de variable independiente.

En esta investigacion los indicadores que incrementaron el Numero de hojas por
explante (NHE), fueron las variables: Numero de brotes por explante (NBE), Altura
de brotes (AB) y Dosis (FB) (Cuadro N° 4).
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5.5.3. Coeficiente de determinacion “R2?”

El R? indica en qué porcentaje incrementaron el Nimero de hojas por explante
(NHE) (variable dependiente) las variables independientes: Numero de brotes por
explante (NBE), Altura de brotes (AB) y Dosis (FB). Mientras mas alto es el valor
de R?, mejor es el ajuste o asociacion de las variables independientes comparada

con la variable dependiente de la linea de regresion lineal: Y= a+bx.

En esta investigacion el indicador que registré el valor mas alto de R? fue el Numero
de brotes por explante (NBE) con un incremento de 34% en cuanto al Numero de
hojas por explante (NHE) (Cuadro N° 4). Resultados que son razonables, puesto

que a mayor numero de brotes se incrementa el nimero de hojas.
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VI. Comprobacion de la hipoétesis

Para los indicadores: Numero de brotes por explante (NBE); Numero de hojas por
brote (NHB) y Altura de brotes (AB) se acepta la hipétesis alterna (Ha), porque la
respuesta de la micropropagacion in vitro de plantas de tomate de arbol dependieron

del tipo de fitorregulador y el nivel de concentracion o dosis utilizada (Cuadro N°

3).

Para las variables: Volumen de raiz (VR) y Numero de magentas contaminadas
(NMC), se acepta la hipotesis nula (Ho), porque la respuesta de la
micropropagacion in vitro de plantas de tomate de arbol no dependieron o no tuvo
influencia significativa del tipo de fitorregulador y del nivel de concentracion o

dosis utilizada (Cuadro N° 3).

En funcién de las variables NBE, NHB y AB, consideradas de suma importancia
en el proceso de desarrollo de explantes en cultivos in vitro y dados los resultados
en esta investigacion, se concluye que existio un comportamiento diferente y
variable de las plantas de tomate de arbol silvestre, por tanto de manera general

aceptamos la hipétesis alterna (Ha).
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VIL

7.1.

Conclusiones y recomendaciones

CONCLUSIONES

Se encontro un mayor nimero de brotes adventicios, numero de hojas, altura
de brotes, asi como la inhibicion del desarrollo de raiz y por consiguiente de
su volumen general, desarrollando en vez de esta un callo en los
tratamientos con Bencil adenina (A1).

Las dosis de fitorreguladores, se calculd una respuesta de tipo lineal en
concentraciones de 30 mg. Los promedios mayores se encontraron en
30m/It B2 con 2 brotes por explante, 3 hojas por brote y un promedio de 1.8
cm de altura por cada brote.

En la interaccidn de factores AxB: Fitorreguladores x Dosis, los resultados
mas elevados se registraron en T2: A1B2 (Bencil adenina dosificada a 30
mg); con un promedio de 3 brotes por explante, 4 hojas por brote y 3 cm de
altura por cada brote, reflejando una respuesta cuadratica con la dosis de
mas concentracion “B3” con la cual se observa una disminucién de
desarrollo, es decir con dosis de 10mg se mantiene bajo y estable el
promedio de desarrollo, con 30 mg aumenta y se acelera e desarrollo pero
al aumentar la dosis a 50 mg de cualquiera de los dos fitorreguladores el
desarrollo vuelve a bajar por lo tanto esta respuesta se representa de forma
lineal y cuadrética ya que a mas dosis no se mantiene ni sube el promedio
de desarrollo sino que por el contrario baja, razon por la cual se concluye en
esta investigacion que el rango optimo de dosis se encuentra entre 25 y 35
mg/tl.

La dosis de Bencil adenina (BA) desempefio un papel importante y mas
determinante, en comparacion con Kinetina (KT); para inducir el desarrollo
de los explantes y entre ellos la formacion de nuevos brotes debido que BA
es quimicamente mas compleja que la KN.

Las variables que incrementaron o influyeron de manera positiva en el
desarrollo de los explantes fueron el numero de brotes (34%), altura de

brotes (14%) y Dosis (12%).
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En funcion del analisis de tendencias polinomiales, el uso de citoquininas y
las condiciones manejadas en el laboratorio, el rango de dosificacion
Optima para el desarrollo de explantes es de 25 — 35 mg/It.

En esta investigacion no existieron diferencias significativas en el volumen
de raiz y el nimero de magentas contaminadas, se dieron estos resultados
en el caso de la variable volumen de raiz porque en todos los tratamientos
fueron inducidos citoquininas las cuales inhiben el desarrollo radicular, en
cuanto al nimero de magentas contaminadas se dieron estos resultados
porque se manejaron los mismos protocolos de asepsia para todos los
tratamientos y repeticiones, arrojando un coeficiente de varianza de 28.4%
siendo éste un rango positivo ya que en el laboratorio de biotecnologia de
nuestra Facultad se maneja un rango de contaminacion del 30% al 40%
como normal, debido a la falta de equipamiento para la desinfeccion del
talento humano que investiga en dicho laboratorio.

La micropropagacién del ecotipo utilizado para esta investigacion incidid
de forma positiva por cuanto se logroé un porcentaje relativamente bajo de
contaminacion de los explantes.

Debido a los resultados obtenidos y al potencial genético de rusticidad, las
plantas de tomate silvestre provenientes del Sector de Cascarillas en la
parroquia San Pablo de Atenas estan adecuadamente calificadas para su uso
como porta injertos ya que presentan tolerancia fitosanitaria y buena
adaptacion.

Finalmente esta investigacion nos permitio seleccionar alternativas
tecnoldgicas que contribuirdn a la produccidn de tomate a través del ecotipo
silvestre (porta injerto), con un alto porcentaje de desarrollo, un mayor

numero de plantulas de alta calidad y de alta tolerancia sanitaria.
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7.2.

Recomendaciones

En base a los resultados obtenidos en esta investigacion, se recomienda:

Para el desarrollo de los explantes in vitro se debe dar cumplimiento a los
protocolos , a la asepsia que se maneje dentro del laboratorio , el material a
propagarse debe reunir las caracteristicas deseables de manipuleo para
poder obtener plantulas de alta calidad sanitaria,

Realizar investigaciones en la Universidad Estatal de Bolivar en el
laboratorio de biotecnologia dando continuidad a los estudios de plantas en
vitro, puesto que es una alternativa tecnologica de produccion de plantas en
forma rapida y segura lo que disminuiria los costos de produccion de planta
y garantizando la sanidad vegetal y asegurando el ecotipo y/o la variedad lo
que produciria una mayor rentabilidad al productor que contribuye a
mejorar la calidad de vida y su economia, evitando a mitigar el uso
excesivo de pesticidas, la incidencia de patdgenos y plagas en los diferentes

cultivos .

Utilizar las plantulas del ecotipo silvestre de tomate de arbol obtenidos en
esta investigacion y evaluarlos como porta injertos en plantas susceptibles
al ataque de nematodos, pertenecientes a la misma familia botanica y que
posean importancia comercial a nivel local, nacional y regional, como los

cultivares del tomate de arbol.

Replicar la investigacion con diferentes ecotipos de otras areas ecologicas

del pais.
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ANEXO N° 1

Mapa de ubicacion

Vista general de la ubicacion de la Facultad de Ciencias Agropecuarias Recursos

Naturales y del Ambiente, canton Guaranda provincia Bolivar.



ANEXO N° 2
Evidencias fotograficas

Brotes en medio de proliferacion  Preparacion medio de cultivo

Calibracion del Ph Disolucion de agar



Esterilizacién del medio Area de incubacion

Resultados con el medio de crecimiento



Manipuleo en el area de transferencia Transmagentado

Diferenciacion y sellado de los tratamientos y de las repeticiones



Area de incubacion Toma de los primeros datos

Tratamientos y repeticiones

Resultados



ANEXO N° 3

BASE DE DATOS
MICRO PROPAGACION IN VITRO DE PLANTAS DE TOMATE DE ARBOL
SILVESTRE (Solanum sp.) CON DOS TIPOS DE FITORREGULADORES,
APLICADOS EN TRES DOSIS.

V1. Tratamientos

V2. Ecotipos de Tomate de arbol

V3. FA (Fitorreguladores)

V4. FB (Dosis)

V5. Altura de brotes (AB)

Ve. Numero de brotes por explante (NBE)

V7. Nimero de hojas por brote (NHB)
Vs.Volumen de raiz (VR)

V9. Numero de Magentas contaminadas (NMC)

1 V1 V2 V3 V4 V5 Vs V7 Vs V9
1 TESTIGO 1 0 0 1 0 0 0 2
2 T1 1 1 1 19 2 2 0.3 1
3 T2 1 1 2 2.3 2 4 04 0
4 T3 1 1 3 17 2 2 0.3 0
5 T4 1 2 1 0.7 1 1 0.2 0
6 T5 1 2 2 0.9 1 2 0.2 1
7 Ts 1 2 3 1.1 2 3 0.3 0
8 TESTIGO 1 0 0 1 0 1 0.1 1
9 T1 1 1 1 2.1 2 2 0.3 2
10 T2 1 1 2 25 3 4 0.4 0
11 T3 1 1 3 19 2 3 04 0
12 T4 1 2 1 0.8 1 2 0.2 0
13 T5 1 2 2 1.2 2 3 0.2 1
14 Ts 1 2 3 1 1 3 0.3 0
15 TESTIGO 1 0 0 2 0 2 0.1 1
16 T1 1 1 1 2 2 3 0.3 0
17 T2 1 1 2 2.7 3 4 0.4 0
18 T3 1 1 3 1.8 2 2 0.3 1
19 T4 1 2 1 1.1 1 2 0.2 0
20 T5 1 2 2 1.2 2 2 0.3 2
21 Ts 1 2 3 1 2 3 04 0



ANEXO N° 4

Glosario de términos:

X/
L X4

Biotecnologia: La biotecnologia se refiere a toda aplicacidén tecnologica que
utilice sistemas biologicos y organismos vivos o sus derivados para la creacion o
modificacién de productos o procesos para usos especificos (Convention on
Biological Diversity, Article 2. Use of Terms, United Nations. 1992).
Agrobiotecnologia: Es la tecnologia basada en la biologia, especialmente usada
en agricultura, farmacia, ciencia de los alimentos, ciencias forestales y medicina.
Se desarrolla en un enfoque multidisciplinario que involucra varias especialidades
y ciencias como biologia, bioquimica, genética, virologia, agronomia, ingenieria,
fisica, quimica, medicina y veterinaria entre otras.

Valores FOB: Se utiliza para valorar las Exportaciones y se define como "libre a
bordo". Se refiere al Valor de Venta de los productos en su lugar de origen mas el
Costo de los fletes, seguros y otros (Gastos necesarios para hacer llegar la
Mercancia hasta la Aduana de salida.

Genotipos: Se refiere a la informacidén genética que posee un organismo en
particular, en forma de ADN. Normalmente el genoma de una especie incluye
numerosas variaciones o polimorfismos en muchos de sus genes.

Ecotipo: Es una subpoblaciéon genéticamente diferenciada que esta restringida a
un habitat especifico, un ambiente particular o un ecosistema definido, con unos
limites de tolerancia a los factores ambientales.

Sanidad radicular: Se refiere a la incidencia o no de patdgenos y plagas a nivel de
la raiz en los vegetales.

Porta injertos: Patron o pie es la planta en donde se realiza el injerto de otra de su
misma familia botanica.

Fitoregulador: Es una sustancia natural o artificial sintética que estimula o inhibe
ciertos procesos especificos de la fisiologia propia de las plantas, es decir que
actuan como hormonas vegetales

Explante: Es un tejido vivo de la planta separado de su 6rgano propio y transferido
a un medio artificial de crecimiento.

Rusticidad: Capacidad de un ser vivo que ha adquirido o desarrollado para

sobrevivir en condiciones adversas propias del entorno natural en el que existe.



Caracteristicas organolépticas: son las caracteristicas fisicas que pueden percibir
de ellos los distintos sentidos, como el sabor, el olor, la textura y el color.
Tejidos vegetales: En los tejidos vegetales superiores las células se agrupan para
construir tejidos que desempefian diversas funciones. Estos pueden dividirse en
tejidos meristematicos, que ayudan al crecimiento de la semilla a la longitud y
grosor de la planta, y en tejidos adultos o definitivos.

Agar: Es un agente gelificante del medio de cultivo.

Camara de flujo laminar: es un recinto que emplea un ventilador para forzar el
paso de aire a través de un filtro HEPA o ULPA y proporcionar aire limpio a la
zona de trabajo libre de particulas de hasta 0.1 micras.

Autoclave: Una autoclave es un recipiente de presién metalico de paredes gruesas
con un cierre hermético que permite trabajar a alta presion para realizar una
reaccion industrial, una coccion o una esterilizacion con vapor de agua. Su
construccion debe ser tal que resista la presion y temperatura desarrollada en su
interior. La presion elevada permite que el agua alcance temperaturas superiores
alos 100 °C.

Esterilizacion: Destruccion de todas las formas de vida microscopicas, incluidos
VIrus y esporas.

Magentas: Recipiente generalmente de plastico o vidrio que contiene los
explantos obtenidos por la micro propagacion.

Reactivos: toda sustancia que interactia con otra en una reaccion quimica y que
dalugar a otras sustancias de propiedades, caracteristicas y conformacion distinta,

denominadas productos de reaccion o simplemente productos.
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