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RESUMEN

La investigacion se realizd en el laboratorio de biotecnologia “VITRO PLANTA” que se
encuentra ubicado en el Barrio San Fernando, en el Canton Cevallos Provincia de Tungurahua, el
tomate (Solanum lycopersicum L.), es uno de los cultivos de gran importancia y ademas el
impacto social y econdmico dentro de las familias de los productores ha ido mermando en la
economia de estas, por la proliferacion de enfermedades, es por ello que su propagacion se ha
visto afectada ya que después de cierto tiempo se pierde pureza varietal, por esta razon se
desarrollo la investigacidn con el objetivo general de desarrollar la micropropagacion del cultivo
de tomate con diferentes medios de cultivos, y hormonas de crecimiento, se plantearon como
objetivos especificos se establecid un protocolo de micropropagacion para el cultivo de tomate,
también se evalu6 el medio de cultivo adecuado para la multiplicacion in vitro del cultivo de
tomate, utilizando diferentes tipos de reguladores de crecimiento y por ultimo se determind el
mejor regulador de crecimiento para la micropropagacion del cultivo de tomate, se utiliz6 un
disefio completamente al azar con los siguientes tratamientos T1 75% Murashige y Skoog + 25%
Aloe vera +Bencilaminapurina, T2 75% Murashige y Skoog + 25% Aloe vera +Zeatina, T3 25%
Murashige y Skoog + 75% Aloe vera +Bencilaminapurina, T4 25% Murashige y Skoog + 75%
Aloe vera +Zeatina y T5 100% Murashige y Skoog, dando como resultado que el T4 25%
Murashige y Skoog + 75% Aloe vera +Zeatina siendo el més efectivo en las variables evaluadas
mayor namero de brotes, numero de hojas, y en los costos el T4 fue el mejor con una utilidad de
0,69 USD.

Palabras claves: Tomate, In-vitro, explantes, hormonas, medios de cultivo.



ABSTRACT
The research was carried out in the biotechnology laboratory "VITRO PLANTA™ which is

located in San Fernando, Cevallos Canton, Tungurahua province. The tomato (Solanum
Lycopersicum L) is one of the crops great importance, the social and economic impact within the
families of producers has been declining in the economy, by the proliferation of diseases, which
Is why its propagation has been affected because after a certain time varietal purity is lost. For
this reason, the general objective was to develop the micropropagation of the tomato crop with
different culture media and growth hormones. The specific objectives were to establish a micro
propagation protocol for the tomato crop and evaluate the appropriate culture media for the in
vitro multiplication of the tomato crop. Using a completely randomized design with the following
treatments: T1 75% Murashige and Skoog + 25% Aloe +Benzylaminapurine, T2 75% Murashige
and Skoog + 25% Aloe +Zeatin, T3 25% Murashige and Skoog + 75% Aloe
+Benzylaminapurine, T4 25% Murashige and Skoog + 75% Aloe vera +Zeatin and T5 100%
Murashige and Skoog, resulting in T4 25% Murashige and Skoog + 75% Aloe +Zeatin being the
most effective in the evaluated variables a large number of shoots, the number of leaves, and in
costs, T4 was the best with a profit of 0.69 USD.

Keywords: Tomato, In-vitro, explants, hormones, culture media.
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

El tomate (Solanum lycopersicum L) es la hortaliza mas cultivada en todo el mundo, posee una
gran demanda y rentabilidad econémica a nivel mundial dentro de la produccion agricola, debido
a su trayectoria en la agricultura y a sus beneficios que tiene en la salud, en la alimentacion y en
la economia, en el pais la produccion de este cultivo es beneficiosa a las condiciones climatico
que tiene la zona productora, los requerimiento de clima del cultivo permiten el desarrollo y
reproduccion de la planta, Por otro lado al momento de adquirir una planta de calidad, resulta una
inconveniencia por lo que no cuenta con una norma de fitosanitario, lo cual afecta a la viabilidad
de la produccidn, influyendo a que la planta sea mas propensa a ataque de diferentes tipos de

patdgenos, y asi reduce su desarrollo éptimo del cultivo.

La investigacion se desarrolld6 en el laboratorio de biotecnologia “VITRO PLANTAS”
perteneciente al Canton Cevallos, Provincia de Tungurahua, el proyecto de baso en la
micropropagacién del cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L) con diferentes medios de
cultivos, por lo cual se establecié un protocolo de micropropagacion para realizar la propagacion
de tomate, los pasos realizados fueron una seleccion y desinfeccion total del material de inicio
antes de la introduccion al laboratorio, luego se realizd una seleccion de las semillas para la
introduccién en un medio a base de agar para la germinacion in vitro, a los 22 dias después se
procedid a la micropropagacién del material de tomate en los respectivos tratamientos en estudio
con un total de 40 frascos de cultivos con diferentes tipos de reguladores de crecimiento (
Bencilaminapurina y Zeatina) y un testigo para poder llegar a determinar cual de las hormonas es
mas eficaz, ademas se determiné como influye al adicionar diferentes concentracion de Aloe
vera en el desarrollo morfol6gico del tomate, y asi se evaluo las diferentes variables en estudio
tales como el porcentaje de contaminacion, longitud de brotes, nimero de brotes formado por

explante, nimero de hojas por explante.

Debido a la utilizacion de los reguladores de crecimiento que emitieron con el desarrollo
vegetativo del cultivo. La Bencilaminapurina estd hormona estimula en la activacion de la divisio
celular en el embrion contribuyendo a su desarrollo y promoviendo la germinacion y el

crecimiento en algunas especies. La Zeatina es una fitohormona que estimula la germinacion y



por lo general al conjunto de frutos, contrarresta la dormancia, retarda el envejecimiento de hoja

y frutos, mejora la floracion y la formacion de brotes.
3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

En el Ecuador el cultivo de tomate es una de las actividades horticolas mas representativa ya que
este cultivo se desarrolla en cualquier tipo de suelo, por lo que se menciona que este cultivo
posee una superficie de sembrada de 1.353,00 Has y la produccion es de 13.121,00 toneladas
métricas (Déleg & Merchan, 2015).

Segun (FAO) Las pérdidas de plantas obtenidas en los semilleros se realizan en bloques o en
macetas de diferentes diametros, incluso aunque el cultivo se haga en un sustrato, la produccién
en semillero va a tener un influencia con la contaminacién por nematodos. La influencia directa
de las pérdidas de produccion y afectacion economica, se dara por el mal manejo de las plantas

en los semilleros.

Es por esto que surge la necesidad de aplicar nuevas herramientas biotecnoldgicas en este
importante cultivo, para mejorar la obtencién de plantas destinadas a la produccion. Algunas
entidades del pais ya estan realizando propagacion in vitro a través de meristemos axilares, lo que
garantiza la obtencion de plantas libres de algunas enfermedades vasculares, ademas existen
cultivos establecidos con estas plantas y los resultados en rendimiento y la calidad promisorios.

El material vegetativo se obtuvo a partir de la germinacién de semilla in-vitro en un medio a base
de agar, para asi obtener explantes libres de agentes externos que puedan influir en la

contaminacion del estudio.

El método consiste en cultivar asépticamente el “meristemo aplical” proveniente de la planta
madre, en un medio nutritivo artificial; luego, mediante la adicion de reguladores de crecimiento
al medio de cultivo, se estimula la multiplicacion y la obtencién de plantas completas debido a la

totipotencia inherente en las células vegetales.

La multiplicacion in vitro ha permitido la reproduccion masiva de la especie para plantaciones
comerciales. Sin embargo, una de las limitantes para la propagacion in vitro de Solanum

lycopersicum, ha sido la altamente garantizando la calidad genética, o a nivel de laboratorio



generando ingresos econdmicos para quienes desarrollan la multiplicacion de este tipo de

material.

Como resultado, se desarrolld un protocolo de micropropagacion de tomate, in vitro que permitan
la reduccion de pérdidas econdmicas a los productores al adquirir plantas en viveros, las cuales
estan propensas a las plagas y enfermedades, este protocolo permitié obtener nuevas plantas con
mayor calidad genética, resistencia a cualquier patdgenos e incluso genera la reduccién de los

costos de produccion, determinandolo un cultivo altamente rentable a nivel nacional.
4, BENEFICIARIOS DEL PROYECTO
Beneficiarios Directos:

Los beneficiarios directos con la realizacion de este proyecto fueron los pequefios y medianos
agricultores a nivel nacional especialmente aquellos que se enfocan a la produccion de tomate ya
que con esto podran mejorar la productividad de sus fincas o invernaderos y ampliar sus destrezas

y asi poder adquirir las plantas con mayor viabilidad de produccion.
Beneficiarios Indirectos:

Esta investigacion beneficio indirectamente a la comunidad académica de la Universidad Técnica
de Cotopaxi entre ellos los estudiantes y docentes del area de Agronomia, de acuerdo a los
resultados obtenidos se admitird desarrollar otras investigaciones y asi poder adquirir nuevos

conocimientos a través de estas técnicas.
5. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

¢ Qué efecto tiene la micropropagacién de tomate frente a la produccion del cultivo?

El tomate es la hortaliza mas cultivada en todo el mundo, en el afio 2015 por lo que la produccion
mundial de este vegetal va tomando un incremento de un en 4% con respecto al afio 2013, esta
aceleracion en el crecimiento se debe al incremento de la produccion de los principales

agricultores a nivel mundial debido a condiciones climaticas favorable (Pilco, 2018).

(INEC, 2019)Menciona que el Ecuador pose una totalidad de 3.333 hectareas con una



produccion total de 6.1426 toneladas métricas. Por lo que la region de la Sierra con un 75.35% y
como segundo productor la Costa con un 24,65%. Citado por (Pilco, 2018)

Segun las encuestas del (Banco Central del Ecuador, 2017) En las provincias de: Tungurahua,
Chimborazo, Imbabura y Loja, la superficie sembrada en el primer trimestre de 2017, fue menor
para el 41% de los productores entrevistados; el 29% considerd que se ha mantenido igual y el
30% manifestd que fue mayor. En cuanto a los rendimientos por hectarea, éstos serian menores
para el 24% de los entrevistados; mientras que el 65% indico que seran iguales, y apenas el 11%

dijeron que serian mayores.

La reproduccion de tomate (Solanum lycopersicum L) a partir de meristemos aplicales permite
mantener las caracteristicas genéticas de la especie, pero muchas de las veces se da una
degradacion del material vegetativo, es por ello que se busca incrementar la produccion de
plantulas con métodos viables, que no tengan impacto en el medio ambiente y que sean

econdémicamente accesibles para los productores.

El costo de las plantulas ha incrementado los costos de produccién, sumada a la mala calidad,
mucha de las veces hace que los rendimientos sean bajos y por una inadecuada seleccion de

material vegetativo que siembran los productores.

Con la ayuda de la micropropagacion vamos a obtener explantes con caracteristicas similares a la
planta madre, en un ambiente controlado con el empleo de los medios de cultivos las plantas que
se obtiene en dicho proceso tendran un buen material vegetativo, ademas se proporciona a los

productores plantas libres de agentes patdgenos.



6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General

Desarrollar la micropropagacion del cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L) con diferentes

medios de cultivos en el Canton Cevallos Provincia Tungurahua.
6.2.  Objetivos Especificos

e Establecer un protocolo de micropropagacion para el cultivo de tomate.

e Evaluar el medio de cultivo adecuado para la multiplicacién in vitro del cultivo de tomate,
utilizando diferentes tipos de reguladores de crecimiento.

e Determinar el mejor regulador de crecimiento para la micropropagacion del cultivo de

tomate (Solanum lycopersicum L).



7.

ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS

PLANTEADOS

Tabla 1: Actividades y sistema de tareas en relacion a los objetivos planteados.

OBJETIVOS ACTIVIDADES RESULTADOS VERIFICACION
Establecer un | Estudiar los distintos | Guia respetiva de | El protocolo
protocolo de | protocolos que se | protocolo a utilizar | encaminado en la
micropropagacion utilizan  para el |en la | investigacion
para el cultivo de | Manejo de  la| micropropagacion. | realizada
tomate. micropropagacion en

otros cultivos.
Evaluar el medio de | Ejecutar Porcentaje de | Frascos

cultivo adecuado
para la multiplicacion
in vitro del cultivo de
tomate, utilizando
diferentes tipos de
reguladores de
crecimiento.

esterilizaciones

mediante soluciones
de alcohol,
hipoclorito de sodio
y agua destilada para

eliminar  cualquier
tipo de agentes
patdgenos.

contaminacion.

contaminados

Determinar el mejor
regulador de
crecimiento para la
micropropagacion
del cultivo de tomate
(Solanum
lycopersicum L).

Elaboracion de los
medios de cultivos

dentro del
laboratorio.
Introduccién de los

explantes en los dos
medios de cultivo
con diferentes
reguladores de
crecimientos.

Longitud del brote.

NUmero de hojas
por brote.

NUmero de brotes
por explantes.

Libreta de la

laboratorio

Elaborado por: Gonzélez y Lema (2021)




8. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA
8.1. Tomate rifion (Solanum lycopersicum L.)

8.1.1. Generalidades

El cultivo de tomate es una planta que se origind en los Andes de América del Sur.
Especialmente en Peru, Ecuador y chile; también hay algunas plantas emparentadas, los tomates
son parte de la flora nativa de las islas Galdpagos. Todavia actualmente se encuentra en una
variedad de entornos diferentes que representan la fuente de investigacion y mejoramiento
genética de esta especie para mantener cierto tipos de resistencias a patdgenos entre otros factores
(Sigcha, 2015).

Por otro lado el autor Guaman, A. (2019) menciona que el tomate nativo (Solanum lycopersicum
Mill.) de Sudamérica se introdujo en Europa en el siglo XV1 y luego se domestico en la ciudad de
México. El proceso de mejoramiento segun los principios basicos de la genética mendeliana tuvo
su iniciativa en el siglo X1X. Su origen es la ubicacion actual entre los paises de la region de los
Andes (Chile, Colombia, Ecuador, Pert y Bolivia), luego fue llevado a México como centro de
propagacion de esta especie, su nombre es lengua nahuatl (azteca) tomatl, donde comienza su

domesticacion de la especie posteriormente se extendio a otras partes del mundo.

Segun Morales, K. (2016), indica que el tomate (Solanum lycopersicum L.) es una planta de la
familia de las solanaceas, que tienen un comportamiento perenne lo cual es cultivada anualmente.
Puede desarrollarse de forma semierecta, erecta o rastrera. Existen diferentes variedades de
crecimiento determinado y otras variedades con crecimiento indeterminado, como este tipo de
crecimiento se considera ser cultivada bajo invernaderos. EI tomate es considerado como una
planta de clima templado, es muy sensible a las heladas y a las altas temperaturas. Por lo tanto, es
recomendable establecerlo en un clima templado. Donde la temperatura y la luz son factores

ecosistema que tiene el mayor impacto en el tamario de frutos y flores.

Ausay, E. (2015), argumenta que este vegetal posee una gran fuente de vitaminas Ay Cy
cantidades menores de vitamina B y D, ademas de ser rico aminoacidos y en acidos organicos.
Puede ser consumida en todo los paises de manera fresca, conservando a lo natural o elaborado

en extracto concentrado.



El cultivo es de gran importancia social, debido a sus requerimientos de obras que tiene gran
demanda en el proceso productivo, donde la parte mayor son en el casos de explotacion familiar

con un objetivo de estabilizar sus condiciones econdmicas (Ausay, 2015).

8.2.  Situacién de cultivo en el Ecuador

8.2.1. El cultivo de tomate en el Ecuador

En la actualidad, este cultivo ocupa un gran impacto en el mundo con tres millones de hectareas,
su registro de promedio de produccién es de 85 millones de toneladas. Los cultivadores
principales se encuentran en Europa y América Central y del Sur, con unas producciones totales
de 400.000 y 330.000t. (Matheus, 2015)

Segin ODEPA, (2012) citado por (Guanoluisa, 2014) argumenta que el Ecuador en el afio 2009
su consumo de tomate rifion es de 4 kg/persona siendo un promedio bajo en la sociedad
ecuatoriana, también paises como Argentina su consumo es 16,9 kg/persona/afio y Chile

consumen un 31,7kg/persona/afo.
8.2.2. Superficie cultivada

Segun INEC, (2013) afirma que en el afio 2012 en el Ecuador la superficie sembrada y cultivada
a nivel nacional fue 31,15 km?, donde su produccién de 62.956 TM 'y las ventas de 61.420 TM.
SINAGAP, (2013) menciona que los principales productores que cultivan este tipo de hortaliza
son de las provincias de Pichincha, Tungurahua, Cotopaxi y Azuay, donde se estima que su

produccidn de tomate es el 30% bajo invernadero citado por (Guanoluisa, 2014).

Por otro lado Déleg y Merchan, (2015), menciona que en el Ecuador el pricinpal sector
productivo es el agropecuario que prevalece en las areas rurales, donde su superficie agricola es
de 7,32 millones de hectareas. Ademas su cultivos la gran parte es permanentes, temporales y
barbecho. El cultivo de tomate enpieza su ciclo de produccion apartir de los tres a los cinco
meses, esto sera reflejado dependiendo de la varierdad. Por lo quelos productores pueden llegra a
cosecher en cinco hectareas una totalidad 350 cajas, con un peso promedio que van desde los 18

kilos cada una.
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8.2.3. Importancia Econoémica

El rifion tomate es un cultivo de mayor importancia en las areas de las hortalizas de acuerdo a sus
altos contenido de composicion nutricional y es cultivada en los lugares tropicales y subtropicales
de los diferentes paises. Dentro de los lugares de climas templados es cultivado bajo condiciones
de invernadero, lo cual puede producirse en cualquier época del afio, y que disponga de su
respectivo sistema de riego y de la infraestructura adecuada para el cultivo (Barahona y
Manobanba, 2015).

Segun SINAGAP, (2013) indica que la produccion de tomate de mesa en el mercado nacional en
los ultimos 10 afios ha representado variancion en el marco de precio de finca, establecido en el
2004, el precio equivalente a la cajas de kilogramos, es un precio de 25 dolares para las cjas de 20
kg, donde el precio de 14 dolares se registro en el afio 2008,mientras para las cajas de 15 kg fue
un valores de 16 dolares en el 2013, donde los precios establecido han incitado a los agricultores
dispongan dar la vuelta su actividad, donde refleja una alta presion sobre el mercado que se
manifieste con un ampliacién del precio o una caida del misma por las exportanciones que se
efectlan para sastisfacer la demanda de los ecuatoranos en el mercado nacional citado por
(Guanoluisa, 2014).

8.2.4. Composicion nutricional del tomate

Gottau, G. (2009), menciona que el cultivo de tomate es una alimento muy saludable, que es
consumida casi en toda la epoca del afio, porque contiene una gran cantidades de contenido
nutritivos. Ademas tiene un sabor rico, el tomate posee pequefias cantidades de calorias y casi no
contiene grasa. Por otro lado su aportes de vitaminas y su carotenos son riqueza, hacen que el

tomate sea un excelente antioxidante.
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Tabla 2: Composicion nutricional del tomate.
Componentes por cada 100g de tomate fresca

Factores Nutricionales Valores Unidades
Valor energético 22,00 Kcal
Grasa 0,11 G
Carbohidratos 3,50 G
Fibra 1,40 G
Agua 94 G
Proteinas 1,00 G
Vitamina A 82,30 Ug
Vitamina B6 0,11 Mg
Vitamina B12 0,00 Ug
Vitamina C 26,00 Mg
Vitamina D 0,00 Ug
Vitamina E 1,2 Mg
Calcio 11,00 Mg
Hierro 0,60 Mg
Magnesio 10,00 Mg
Fosforo 27,00 Mg
Zinc 0,22 Mg
Potasio 290 Mg
Sodio 3,00 Mg
Yodo 7,00 Ug
Selenio Tr Ug

Fuente: (Moreiras y Col, 2013)

Segin Beddn, A. (2016), agurmento que las propiedades nutricionales del tomate es muy
beneficiable para la salud humana ya que previene las enfermedades presente como el cancér, el
sistema nervioso, sistema inmunologico, reduce las tasa de colesterol en la sangre y controla la
glucosa en la personas diabeticios y ademas mejora la vista por su alto contenido en provitamina
A. Por otro lado los antioxidantes ayuda a reducir riegos cardiovasculares y cerebrovasculares en

ser humano.

8.3.  Descripcion

8.3.1. Semilla

La planta de tomate posee semilla aplanada y de una forma lenticelar y sus dimensiones son de 3
a 5 mm de diametro. La calidad de una semilla debe tener un proceso de germinacién alcanzable

al 95%, en un promedio de semilla de unos 300 a 350 que equivale a un gramo (Espina, 2009).
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8.3.2. Raiz

La planta presenta una raiz principal que llega a desarrollarse unos 2,5 cm a diarios hasta alcanzar
su 60 cm de profundidad, es decir que la raiz se encuentra muy cerca de la superficie el mismo
que poseen raices ramificadas y adventicias, donde el sistema radicular presenta una amplia
extension y didametro de 1,5cm * 1,5cm de profundidad, al momento de cultivar bajo sistema de
transplante, sus sistemas radiculares son mas fibroso y posee gran cantidades de raices laterales
en las plantas (Vela, 2010).

8.3.3. Tallo

La planta presenta un tallo angulosos, gruesos y de color verde. Ademas tienen un tallo
secundario que se surgen de las axilas de las hojas y forman hojas y racimos de flores. El tallo
principal tiene un didmetro 2 a 4cm y en la parte superior es delgada, asi como también esta
compuesto de pelos glandulares, cilindro vascular, corteza y tejido medular de la planta (Lopez,
2017).

8.3.4. Hojas

Segln Amaguaria, L. (2009), menciona que las hojas son compuestas y pinnadas, una hoja llega
a medir 0,5m de largo y poseen de 7 a 11 foliolos peciolados terminal y laterales, ademéas su

superficie esta compuesto de pelos que conservan un fuerte olor particular de la planta.
8.3.5. Flores

El tomate posee una flor perfecta. Que se constituye de 5 a 8 sépalos, sus pétalos son de color
amarillo de caracter helicoidal y los estambres que se alternan con los pétalos. Las flores se
concentran en la inflorescencia determinada racimos. Donde la primera flor se forma a partir de
la yema apicales, y para el desarrollo de la de las inflorescencias la planta debe poseer de 2 a3

hojas en las axilas (Garcia, 2019).
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8.3.6. Frutos

Segun Gonzales, J. (2016), afrima que el fruto de este cultivo es una baya piriforme o globosa, en
su maduracion presenta un color rojo y en otras se observar una coloraciones amarillenta,
anaranjada, rosada, esto depende de la variedades sembradas. La baya posee una superficie

acostillada y lisa, ademas en su interior se presentan determinadamente los l6culos carpelares.

8.4.  Requerimiento edafoclimaticas

8.4.1. Suelo

Tal como Pindo, D. (2013), afrima que el cultivo de tomate demanda de un suelo esponjoso,
penetrable y profundo con cantidades mayores de materia organica, para su proceso de
humidificacién. Al momento de iniciar nuestro cultivo se deber realizar un analisis fisico y
quimico de la superficie del suelo en conjunto con los estudios de agua de riego, con los
respectivo resultados de laboratorio tenemos bien claro en que condiciones se va a desarrollar el

sistema de riego y verificar las cantidades necesarias de nutrientes debemos aplicar al suelo.

8.4.2. Clima

Para gue el cultivo de tomate, pronuncie su pontencial de produccion y calidad pretende de una
condiciones climaticos especificas. Ademas para ontener una buena produccén la temperatura de
la noche debe perturbar entre 15° y 20°C, bajo su condicion de escarcha y tambien cuando la
temperatura este por debajo de los 10°C, la planta no alcanza su optimo crecimiento y afecta a su
proceso de frutificacion. Por lo tanto cuando la temepratura supere los 40°C y su promedio
nocturno es mas 25°C, esto hacer que reduzca la viabilidad del polen y afecte su produccion de
frutos. Dentro de la humedad relativa de variar de 55° a 65°C para el establecimiento del cultivo.
En Ecuador el cultivo de tomate progresa entre los climas calidos a frio moderado, donde su
altitud es 0 a 3.000 m.s.n.m. (Pindo, 2013).

8.4.3. Temperatura

De acuerdo con Pinargote, J. (2020), define que la temperaura optima para el crecimiento y

desarrollo del cultivo es de 20° y 30°C a travez de los dias y por las noches requiere de una
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condicion optima entre 10° y 17°C. Con las temperaturas superiores a los 30°C intervienen en la
fecundacién de los dvulos y de la frutificacion, ademas afecta el cuajado y desarrollo de los
frutos, asi reduciendo la tasa de crecimento y la biomasa de la planta, en el tomate para lograr su

mejor crecimiento debe tener una temperatura aproximandamente de 18° a 24°C.
8.4.4. Humedad

Arana, D. (2016), sefiala que para su desarrollo y crecimiento del cultivo requiere de ua humedad
relativa optima de un 65% a un 75%. Una engrandecida de humedad relavita beneficia al
desarrollo de enfermedades al follaje de la planta, asi provocando un agrietamiento de los frutos y
una deficis en la fecundacion, en cuanto al polen se petrifica, asi produciendo un aborto en las

parte de las flores de la planta.
8.4.5. Luminosidad

El cultivo de tomate requiere de los dias soleados ya que beneficia para su optimo de desarrolld
de la planta y conseguir una coloracion equivalente en el fruto. En cuanto al invernadero la
luminosidad es escasa, donde las plantas tien un comportamiento extrafio por la poca luz y
tienden a un aislamiento en busca de la luz, los tallos se debilitan reduciendo el potencial de la
produccion en el cultivo. La luminosidad también implica en los proceso de desarroll6 de la
floracion, la fuencuadacion de la planta, debido que se disminuye la viabilidad de los polen,
donde se limita la evapotranspiracion y reduciendo la absorcion de liquido vital y nutriente
necesario para la planta, de acuerdo a estos factores la planta puede sufrir la prudriccion apical
del fruto (Acosta, 2016).

8.5. Variedad Floradade

Segun (BelAgro, 2019), afirma que el cultivo de tomate variedad Floradade fue desarrollada por
la Universidad de Florida lo que es un cultivo que se adapta muy bien a las condiciones
climaticas calidos y humedos. Esta planta es de un gran tamafio y su desarrollo es de una altura
estable con abundate follaje y su ciclo de vital es tardio. Sus frutos son de un tamafio grande, por
lo cual su forma es redonda con los extremos perfilados, sus coloraciones rojo, jointless (no

conservan el peciolo luego de las cosecha). El fruto posee un gran sabor y son firmes, lo cual es
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adecuado para su transportacion de largas distancias. Dentro sus sanidad esta vaierdad es
tolerante a diversas enfermedades como al (Fusarium raza 1y2), (Verticillum raza 1) y (Gray
Leaf Spot).

Por otro lado el autor INIAP, (2001) menciona que el cultivo en su ciclo posee unas variaciones
muy importantes, en las diferentes zonas agricolas del pais, por los factores determinantes como
la densidad de siembra, la pericia de agua y nutrientes, las condiciones climaticas y variedades,
posiciona claramente en la cantidad de dias para llegar la produccion optima citado por
(Benavides, 2015)

8.6. ¢Queé es Biotecnologia?

Segun la FAO, (2005) define que la biotecnologia es una de las técnicas mas empleada en los
organismos vivos asi adquiriendo sustancias de las mismas, para establecer o transformar un
nuevo producto con fines investigativo, la biotecnologia es aplicable en todo lo sentido de los
organismos como son: las bacterias, virus, animales y las plantas, lo cual resulta unos de los
elemento méas importante dentro de la industria modernas, en la medicina y como también en la

agricultura.
8.7. Agro Biotecnologia

Segun Rocha, P. (2001) menciona que la agrobiotecnologia es una tecnologia eficaz, constituida
por numerosas Yy variadas técnicas. Dentro de ellas estan las de hibridacién, el cultivo in vitro de
celulas y tejidos, la fermentacion, el control biol6gico con microorganismos y algunas que no
utilizan organismos vivos. En el presente articulo se describen brevemente algunas de ellas y se
presentan conceptos que permiten aclarar la relacién de la transgénesis, una de las multiples

técnicas, con la agrobiotecnologia.

Los autores (Lopez & Cano, 2021) mencionan entre las herramientas que son fundamentales para
la biotecnologia vegetal se encuentran los estudios de transformacion genética de las plantas
mediante Agrobacterium, biobalistica, nanobalistica, CRISPR/Cas9; el uso de Marcadores
moleculares para asistir el mejoramiento genético vegetal, y la medicion de la variabilidad

genética para la deteccion de patogenos, las tecnologias émicas y la bioinformatica.
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8.8.  Aplicaciones de la biotecnologia en vegetales

(CAR/PL, 2002) afirma que se pueden hacer dos clasificaciones de la biotecnologia, una
horizontal que distingue por las técnicas utilizadas y otra clasificacion vertical que se centran en
los sectores de aplicacion a la industrializacion, por lo tanto se detallan a continuacion las

diferentes aplicaciones:

e ADN recombinante (ingenieria genética).

e Cultivo De Tejidos Vegetales.

e Cultivo De Células De Mamifero.

e Biocatalizadores.

e Tratamiento Y Reutilizacion De Productos Residuales Por Métodos Biotecnoldgicos
(Biorremediacion).

e Fermentaciones.

e Obtencién Biotecnoldgica De Combustibles Y Materia Prima Organica Como Alternativa
Al Petroleo.

¢ Ingenieria De Procesos Biotecnoldgicos.
8.9.  Cultivo de tejidos vegetales

Los Autores (Godoy et al., 2010) menciona que en cuanto al cultivo de vegetales tenemos los

siguientes:

e Cultivo invitro

e Cultivo de protoplastos. Hibridos sométicos
e Variacion somaclonal

e Obtencidn de plantas haploides

e Estudios molecularesen el CTV

e Metabolismo secundario

e Morfogénesis in vitro. Organogénesis y embriogénesis somatica
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8.10. Cultivo in vitro

Amaro, M. (2018) menciona que el cultivo vegetal in vitro, que surge como alternativa al cultivo
tradicional de plantas medicinales, es una tecnologia que permite mantener y desarrollar células
vegetales, tejidos, 6rganos o incluso plantas completas en un medio artificial (s6lido o liquido)
que contiene factores de crecimiento y en unas condiciones ambientales dptimas para su
desarrollo. Este tipo de cultivos involucra células con diferente grado de diferenciacion. Pueden
cultivarse plantas enteras, semillas, érganos o células no diferenciadas (generalmente propagadas
a partir de callos) y algunos de estos tipos de cultivos pueden ser interconvertibles mediante el
uso de fitohormonas.

8.11. Tipos de cultivo in-vitro

Estos se pueden organizar en dos grupos loa cuales son:

8.11.1. Cultivos organizados: cultivo de 6rganos o fragmentos

Seria el cultivo de semillas, fragmentos de 6rganos o tejidos. Son ejemplos de uso habitual el
cultivo de apices meristematicos (principalmente el apice de tallo), los cultivos nodales, los
embriones cigéticos, asi como fragmentos radicales con o sin apice (Pelacho, Closas, & Sanfeliu,
2005).

8.11.2. Cultivos desorganizados

(Pelacho, Closas, & Sanfeliu, 2005) Pueden ser cultivos de una o varias células relacionadas, o
incluso de diferentes organulos celulares. Son ejemplos de cultivos de este tipo “desorganizado”
el Cultivo de células indiferenciadas agregadas (conocido como callo), agregados celulares

(clusters), células aisladas, microsporas, protoplastos, organulos celulares.

8.12. Sabila (Aloe veraL.)

8.12.1. Descripcion

El Aloe vera L. o Aloe barbadensis miller es una planta suculenta tipo cactus que pertenece a la

familia Liliaceae y que crece comunmente en climas tropicales, tiene un tallo corto y una altura
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promedio que va desde los 50 cm hasta los 70 cm cuando alcanza su madurez en cuatro o cinco
afios. Sus hojas suculentas dispuestas en roseta estdn compuestas por tres capas , la externa,
compuesta por la corteza o exocarpio que representa del 20 al 30 % del peso de toda la planta y
es de color verde o verde azulado; la central llamada parénquima, también conocida como filete,
pulpa o gel, la cual es transparente y tiene una matriz gelatinosa y fibrosa y representa del 65 al
80 % del peso total de la planta; y entre el exocarpio y el parénquima, ocupando toda la superficie

interna de la hoja. (Bonilla & Jiménez, 2016).

Por otro lado Agrolanzarte, (2012), afirma que el Aloe vera o sébila es una plata perenne
herbacea originaria de Africa tanto del norte como de este y se cultiva en las Islas Canarias, esta
tiene un aspecto suculento, esta especie presenta un rizoma largo v su tallo es corto en el cual se
agrupan las hojas su tamafio puede variar desde los 0,30m hasta los 3 m dependiendo de la

especie, el tamafio de sus hojas lanceoladas de entre 0,30 m a 0,60 m de longitud.
8.12.2. Requerimientos

Para un correcto desarrollo esta planta requiere las siguientes condiciones de temperatura de entre
19y 25 °C y es muy susceptible a heladas, ademas de requerir suelos ligeramente acidos, sueltos,

frescos, poco profundos y con buen drenaje (Agrolanzarote, 2012).
8.12.3. Cultivo

Segun Ramirez, G. (2003), menciona que la propagacion se realiza mediante hijuelos y por
semilla Botanica. Requiere de suelo aparente calcareo, suelto y bien drenado, desarrollandose
aceptablemente en suelo franco arenoso con buen aporte de materia organica. El distanciamiento

de siembra es de 0,60 x 0,60 m. Se cosecha durante todo el afio cortando las hojas mas bajas.
8.12.4. Propiedades

Sus hojas poseen tres pacas como son externa 0 corteza protectora, una intermedia de latex en
forma de jugo de color amarillo y una interior en una formacion de gel espeso y gelatinoso con el
99% de agua y un conjunto de sustancias y compuestos. ElI Aloe vera esta con formado por 10

vitaminas (A, B1,2 y3, C, E, etc), y posee 20 minerales (germanio, hierro, calcio, fosforo,
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potasio, etc), tambiéen esta constituido por 20 aminoé&cidos, fibra soluble, oligoelementos, enzimas
entre otros (Sénchez, 2020).

8.13.Medios de cultivos

8.13.1. Medio de cultivo de Murashige y Skoog

En el afio de 1962 los investigadores Murashige y Skoog, establecieron un medio de cultivo con
el que obtuvieron un desarrollo acelerado de tejidos vegetativos en el tabaco. Hoy en dia, los
componentes de este medio nutritivo, son utilizados exitosamente en la mayoria de las especies
vegetales. A partir del afio de 1970 se ha formulado un sin nimero de ensayos con el fin de
estudiar su comportamiento en el estudio de la embriogénesis, organogenesis, hibridacion,
diferenciacion, fitopatologia, citologia, muta génesis, produccion de metabolitos secundarios y
finalmente en la modificacidn genética asistida por marcadores moleculares. Citado por ( Sharryi
et al., 2015).

8.13.2. Medios de cultivo de Phytamax

Este medio de cultivo tiene un formulacién que nos aporta los siguientes elementos para el
desarrollo de los explantes, 825 mg de Nitrato de amonio, 3.1 mg Acido Bodrico, 166mg de
Cloruro de calcio , 0.0125 de cloruro de Cobalto, 0.0125 de sulfato clprico, 37,24mg Na2 EDTA,
27.85 Sulfato Ferroso, 90,37 de Sulfato de magnesio, 8,45 de Sulfato de Manganeso.

Los autores (Gutiérrez, Avila, & Magafia, 2021) menciona que el medio Phytamax agregado con
banano promovi6 la germinacién en un 9,3%, siendo una opcion de bajo costo y facil produccién
la germinacion en un 8%. EI mejor desarrollo de las plantulas se registr6 en el medio Phytamax
sin PGR.

8.13.3. Woody Plant Medium

Su formulacion es una mezcla de nutrientes inorganicos, sales, vitaminas y aminoacidos,
proporciona todo esencial para el desarrollo del cultivo, contiene los siguientes nutrimentos
NH;NO3 400 mg, Mg SO4 370 mg, KH,PO, 170 mg, CaCj,. 2H,0 96 mg, Ca(NOs3),. 4H,0 556
mg, K, SO4 990 mg, ademas de los Quelatos Na, EDTA. 2H,0 37.2 mg, FeSO,4. 7H,0 27.8 mg y
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los Microelementos H3BO3; 6.2 mg, Mn SO,4. 4H,0 22.3 mg, ZnSQO,4. 7H,0 8.6 mg, Na;Mo O,.
2H,0 0.25 mg, CuSQ,. 5H,0 0.25 mg. (Parada & Villegas, 2009).

Los mismo autores (Parada & Villegas, 2009) menciona que para la multiplicacion de brotes, el
medio de cultivo WPM adicionado con 2 mM de NH;sNO; més 2.5 uM de BA, produjo el
maximo numero de brotes (20.4), los brotes més largos (13.7 mm) y sin problemas de

hiperhidratacion.

8.14. Reguladores de crecimientos

8.14.1. 6-Benzylaminopurine (BAP).

Segun Polo et al., (2003), menciona que es de la familia de las Citoquininas, que estimula la
division celular, promueve la formacion de capullos laterales, induce los cambios metabdlicos, la
floracion y la fructificacion e inhibe el envejecimiento de las plantas. Por lo que las citoquininas
constituyen un conjunto de fitohormonas que incide la diferenciacion y divisién celular. Dicho
conjunto de hormonas no se puede encontrar de forma artificial ya que consiste en dar origen al
proceso de formacién de los 6rganos de todas las plantas lo cual hace que esta hormona sea

totalmente vegetal y no es necesaria tenerla artificialmente.

8.14.2. Zeatina (Z2)

De acuerdo con Porta & Jiménez, (2019), expresa que la zeatina es una hormona vegetal, que
pertenece al grupo de las citocininas, cuya funcion principal es estimular la divisién celular en

tejidos no meristematicos que se sintetiza en los plastidios y es transportada por el xilema.

8.14.3. Sacarosa

Jeréz, L. (2008) Menciona que la sacarosa es un disacarido producido por la condensacion de
glucosa y fructosa, y tiene la formula empirica C12H22011. Se ha determinado que su estructura y
configuracion estereoquimica, La sacarosa tiene dos propiedades quimicas predominantes: no es
reductora y se hidroliza rapidamente. Se llama no reductora a la sacarosa porque no reduce el

cobre del liquido de Fehling ni sus equivalentes; la razon es que los grupos reductores de los dos
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monosacaridos integrantes estan unidos con enlace glicosidico. Por lo cual es una buena fuente de

energia para las plantas.
8.14.4. Agar

Segun Cultimed, (2002), afirma que es un agente solidificante utilizado en medios de cultivo
bacterioldgicos y en otras aplicaciones (cultivo de tejido, difusion inmunoldgica, estudios
nutricionales, etc.). EI Agar es un poligalactosido que se obtiene a partir de algas rojas marinas.
La mayoria de microorganismos son incapaces de degradarlo. Las concentraciones mas
habitualmente utilizadas en los medios de cultivo bacteriologicos son de 13-20 g/l para medios
solidos y 5-7 g/l para medios semi-sélidos. En las distintas aplicaciones, se precisan distintos
grados de pureza. El tratamiento de un Agar y los métodos utilizados en su purificacién dan,
basicamente, 4 tipos de Agar: Agar Técnico, Agar Bacteriolégico Tipo Americano, Agar

Bacterioldgico Tipo Europeo y Agar Purificado.
8.15. Etapas de cultivo in vitro

Esta abarca una serie de etapas que se deben de llevar acabo para la propagacion in-vitro que se
puede aplicar a varias especies vegetales, y dependiendo de la especie se podran aumentar o
simplificar de acuerdo a las caracteristicas de las plantas. Por ello tenemos las siguientes fases o

etapas:
8.15.1. Fase 0: Preparacion de la planta madre

Segun Castillo, A. (2003), plantea que en esta fase nos encargamos de seleccionar las plantas con
la mejor calidad genética y ademas de que se encuentre libre de agente externos que perjudica su
asepsia, asi obteniendo un material vegetativo con un alto nivel de desarrollo y vigorosidad, con
similitud a la planta madre. Por lo que la planta donadora en un régimen estricto de cuarentena
en un invernadero bajo condiciones controladas. Para que la planta se encuentre libre

enfermedades que puedan perjudicar a la investigacion.
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8.15.2. Fase 1: Desinfeccién del material

Después de seleccionada la planta donadora, se extraen los explantes, que pueden ser meristemos,
semillas, partes de hojas, secciones de raices y yemas. Posteriormente se deben desinfectar los
fragmentos de planta madre para eliminar los contaminantes externos. Los contaminantes
externos mas comunes suelen ser las bacterias y los hongos que se pueden encontrar en el
ambiente. Luego de la desinfeccidn del material vegetativo debemos mantener las condiciones de
asepsia. Con la finalidad de mantener las condiciones libres de agentes patdgenos, debemos
mantenernos en la camara de flujo laminar. Para la desinfeccion con hipoclorito de sodio,

alcohol al 70% y agua esterilizada se debe colocar en frascos de vidrio. (Castillo, 2003).

8.15.3. Fase 2: Introduccién del material In-vitro

Para el establecimiento del cultivo luego de la desinfeccion del material con el que vamos a
realizar la introduccidn en recipientes con medios de cultivo que permitiran su desarrollo. Si la
desinfeccion no se ha realizado correctamente, en el medio de cultivo apareceran a los pocos dias
hongos y/o bacterias que nos indicaran la necesidad de modificar las condiciones de desinfeccion.
(Carmina & Picé, 2015).

8.15.4. Fase 3: Multiplicacion

A partir de la planta cultivada in vitro se pueden obtener yemas, que cultivadas en el medio de
cultivo nos generaran nuevas plantas. Si al medio de cultivo se le afiaden hormonas vegetales, se
generaran nuevos brotes que aumentaran la tasa de multiplicacion. También se puede optar por
utilizar protocolos de regeneracion adventicia utilizando distintos tipos de explantes en los que se
formaran brotes, o induciran embriones somaticos (segun la via de regeneracion), si las
condiciones de cultivo son adecuadas para la induccion de estos procesos. La metodologia de
multiplicacién para cada genotipo dependera de los protocolos que se hayan desarrollado para el
mismo. El desarrollo de estos protocolos es un proceso empirico, pues no todos los genotipos
responden de igual modo en un mismo medio de cultivo. Cuando se opta por protocolos de
regeneracion adventicia, en numerosos casos se produce formacion de callos previa regeneracion
de las plantas, incrementando la probabilidad de regenerar algin variante somaclonal. (Carmina
& Pico, 2015).
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8.15.5. Fase 4: Enraizamiento

Citando a Carmina & Picd, (2015), expresa que algunos protocolos se obtiene plantas ya
enraizadas durante la fase de multiplicacion. Sin embargo, en numerosas ocasiones la formacion
de raices requiere de la transferencia de las plantas a un medio de cultivo distinto que contenga
reguladores de crecimiento, de tipo auxina, que induzcan la formacion de las raices. También, en
algunos casos las plantas no enraizadas de la fase multiplicativa pueden enraizarse durante el
proceso de aclimatacion en tineles de enraizado, en los que se utilizan auxinas en la solucion de

riego.
8.15.6. Fase 5: Aclimatizacion

Las plantas enraizadas necesitan de un proceso de aclimatacion que es clave para concluir con
éxito el proceso de propagacion. La transferencia directa de una planta cultivada in vitro a las
condiciones de crecimiento in vivo supondria la muerte de la planta, pues las plantas cultivadas in
vitro se mantienen en condiciones muy controladas de humedad y temperatura y se les
proporciona todos los requerimientos nutricionales. La fase de aclimatacién consiste en el cambio
de condiciones ambientales y nutricionales de manera paulatina, para que la planta vaya
aumentando su capacidad fotosintética, ejerza la regulacion estomaética y se vaya fortaleciendo.
Tras este proceso, se podra cultivar la planta en condiciones estandar de campo o invernadero
(Carmina & Pic0, 2015).

8.16. Proyecto de investigacion realizado

Los autores (Garcia et al., 2008), afirma que el aloe vera en la propagacion in-vitro de platano a
través de meristemos apicales que provienen del 8vo subcultivo ademas de utilizar medios de
cultivo solidos (con agar) y liquidos (sin agar), con concentraciones diferentes de sales minerales
en el medio de cultivo MS con concentraciones de 100% y 50% en el medio sdlido y de 75% y
38 % en el liquido, tanto para el medio sélido como liquido se adiciono concentraciones de 20
ml/L y 40 ml/L de Aloe vera, dando como resultado que el Aloe vera con la concentracion de
20ml/L produce una mejor respuesta en el cultivo de banano ya que este presenta un mejor

desarrollo del seudotallo, asi mismo como la mayor longitud de hojas, no obstante no existe una
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diferencia en el nimero de hojas entre los tratamientos, y dando como menor resultado que la

menor eficiencia del desarrollo del medio es la concentracién de 40ml/L.

Asimismo los autores (Rodriguez & Hechevarria, 2004), en sus articulo menciona que en la
propagacion de con la adicion del gel de Aloe vera, para este experimento se utilizd material
vegetativo béasico tales como nodales los cuales fueron cultivadas sobre un medio nutritivo con el
3% de sacarosa y 0,8% de agar ademas del medio MS en los tratamientos con la adiciéon ,T1
AlA, AIB, 6 BAP, T2 Extracto acuoso de gel de Aloe vera, T3 Extracto de Salix humboldtiana,
T4 Extracto de Calendula officinalis, TS Extracto de Ocimum basilicum, T6 Extracto de
Plecthranthus amboinicus, T7 Extracto de Plantago lanceolata, T8 Extracto de Plantago major, T9
Extracto de Matricaria recutita, T10 Corteza y raices de Aloe vera, por lo tanto los mejores
resultados se obtuvieron del T2 (gel de A. vera) en la mayoria de las variables evaluadas,
obteniendo como resultado el nimero de raices siendo favorables siendo superior al T1 ademas el
T3 (S. humbodtiana) obtuvo buenos resultados por debajo del T2.

Los autores (Boschi et al., 2017), mencionan en la evaluacion del gel de Aloe veras en el
enraizamiento de estaquillas de orégano, al momento de obtener las estaquillas se los obtuvieron
con cortes de tijeras previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio al 0.5%, los tratamientos
evaluados fueron Testigo Control, Aloe 50 g. kg de talco -1 Aloe50, Aloe 150 g. kg de talco -1
Aloel00, Aloe 200 g. kg de talco -1 Aloel50, IBA 500 mg. kg de talco -1 IBA 500, IBA 1500
mg. kg de talco -1 IBA 1500, IBA 2000 mg. kg de talco IBA 2000, por lo tanto exponen los
resultados que un lapso de 15 dias es un lapso de tiempo muy corto para observar la emision de
raices, a los 30 dias empezaron a notarse diferencias entre los tratamientos, observado que los
tratamientos col aloe vera presentan entre el 12 y 64 %, por lo tanto La concentracion de 150 g.l -
1 de Aloe. kg de talco-1 fue la 6ptima en todas las variables analizadas; con esta concentracion se
obtuvo mayor porcentaje de estaquillas enraizadas, mayor longitud y numero de raices, ademas se

acelerd y uniformizé el enraizamiento.

Segun los autores (Corozo et al., 2020) menciona que en la propagacion in-vitro de dos
variedades de yuca los cuales son INIAP Portoviego 650 e INIAP Portoviejo 651 con la
implementacién del medio de cultivo MS, en la fase de introduccion no observan loa presencia de

contaminacion en los tratamientos el cual se debe por el protocolo de desinfeccion ademas de la
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adicion del antibiético Amoxicilina 500, por cuanto a la fase de multiplicacion se adiciona o no el
medio 6-bencilaminapurina, acido giberélico con diferentes dosis, por lo que en el enraizamiento
menciona que los medios con la complementado o no con acido naftalenacético y acido
giberélico y finalmente se pone en consideracion la aclimatacion el cual proponen que se elimine
el film que protege la entrada de agentes externo cinco dias antes del trasplante y ademés que al
momento de realizar el trasplante se debe eliminar de las raices cualquier rastro del medio de
cultivo, luego los colocan en una sustrato para mantenerlos a condiciones y finalmente adicionar

soluciones nutritivas hasta que se aclimate y no pierda humedad.

Mientras tanto los autores (Mamani & Murillo, 2020) menciona que en el cultivo de frutilla para
obtener una planta donante de explante para la introduccion in-vitro no debe presentar sintomas
ni signos de enfermedades ademas de presentar las caracteristicas fenotipicas propias de la
especie, para pasar a el establecimiento in-vitro se propuso que las plantas sean lavadas en
detergente y seguido por varios enjuagues, y ademas de ponerle en soluciones de &cido citrico 0,5
% vy alcohol al 70 % y finalmente se llevd a la cAmara de flujo laminar se realizaron tres
enjuagues en agua destilada, y por con siguiente se coloco los explantes en el medio MS con la
adicion de con 0.5 mg/I"*de AIB con las siguientes concentraciones: 0.5, 1 y 1.5 mg/l™de BAP
respectivamente, para la fase de enraizamiento se realizé con el medio MS diluido al 25,50 y

75% suplementados con 1 mg/I™ de carbén activado.

En la investigacion de los siguientes autores (Cruz et al., 2009), manifiestan los siguientes, que
para la propagacion in-vitro del cultivo de tomate Micro-Tom es una especie adecuada para el
estudio de micropropagacion y la regeneracién in-vitro, con la adicién adecuada de fitohormona
en diferentes concentraciones o combinaciones, en el cual proponen como fitohormona a la
Zeatina en diferentes dosis tales como 1, 1.5, 2 ml/L , para evaluar la capacidad de formacién de
brotes , ademas de la utilizacion de medios a diferentes concentraciones de salede MSa 0.5y 1ly
la sacarosa de 1.5 a 3% para asi probar la capacidad de elongacion y enraizamiento y
posteriormente saber cuales entran en la fase de aclimatacion, por lo cual exponen que el
tratamiento con mejores resultados en regeneracion es el medio con la dosis de 2mg/L de zeatina
que tuvo una mayor capacidad de formacién de brotes, y en cuanto a elongacion y enraizamiento
los mejores resultados fueron obtenidos por (MS 0.5X, sacarosa 1.5%) y EE4 (MS 1X, sacarosa

3%), presentaron el mayor porcentaje de plantulas aptas para suelo (80%).
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9. PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS

Ha: El protocolo con el medio de cultivo con Aleo vera al 75%, mas la adiccion de reguladores de

crecimiento al 1% permitird el desarrollo vegetativo del tomate a partir de meristemos aplicales.

Ho: El protocolo con el medio de cultivo con Aleo vera al 75%, mas la adiccion de reguladores
de crecimiento al 1% no permitird el desarrollo vegetativo del tomate a partir de meristemos

aplicales.

10. METODOLOGIA

10.1.Localizacion y duracion

La presente investigacion se desarroll6 en el laboratorio de biotecnologia “VITRO PLANTAS”,
que se encuentra ubicado en el Cantén Cevallos en el Barrio San Fernando de la Provincia de
Tungurahua, cuya ubicacion geografica con una latitud 1°25°0” Sur, longitud 78°35°22” Oeste

con una altitud de 2855msnm, la presente investigacion tuvo una duracion de 212 dias.
10.2. Condiciones agro-meteoroldgicas

En la tabla 3 se detall6 las condiciones agro-meteoroldgicas del Cantén Cevallos.

Tabla 3: Condiciones agro meteorologicas del canton Cevallos.

Parametros Promedios
Altitud m.s.n.m 2855
Temperatura maxima °C 18
Temperatura minima °C 12
Temperatura media anual °C 12.85
Precipitacion mm/afio 250 a 500
Precipitacion media mm/afio 442.4
Heliofania hora/luz/afio 771
Humedad relativa % 75.8

Fuente: Estacion del Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI), en Queracocha, 2015.

En la tabla 4 se presenta las condiciones ambientales controladas dentro del laboratorio. Segin
Castillo, A. (2004), en donde se recomienda que las condiciones de laboratorio que benefica al

explante en el proceso de la propagacion in vitro por cualquier organos vegetativo.
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Al momento de ubicar los frascos que contiene los explantes en la camara de crecimiento debe

tener una estanteria con luz artificial, donde se fija la temperatura entre los 21 y 23°C y por otro

lado debe controlarse la cantidad de luz para el crecimiento de los brotes.

Tabla 4: Condiciones agro-meteoroldgicas en el laboratorio.

Parametros Promedios
Temperatura 17°C - 27°C
Humedad relativa 30% - 70%
Luminosidad 24 h
Fotoperiodo 16-8 h

Elaborado por: Gonzélez y Lema (2021).

10.3. Materiales y equipos

Los materiales y equipos que se utiliz para la micropropagacion del cultivo de tomate fueron

estilizados antes de su uso en el laboratorio se detallan en la siguiente tabla 5.

Tabla 5: Materiales y equipos.

Materiales Unidad Cant. Equipos Unidad Cant.
Vasos de precipitacion ~ Unidad 7 Céamara de flujo laminar hr 5
Mecheros Unidad 2 Autoclave hr 1
Probeta Unidad 3 Balanza analitica hr 1
Tubos de ensayo Unidad 2 Plancha de calentamiento hr 1
Frascos de vidrio Unidad 45  Agitador magnético hr 1
Pinzas Unidad 2 pH — metro hr 1
Caja de bisturi Unidad 1 Microondas hr 1
Sales minerales, (M.S.) Kg 2

Paquete de mascarilla ~ Unidad 10

Agua destilada Gl 1

Mandil Unidad 2

Alcohol Gl 1

Paquete de servilletas Unidad 2

Agar Kg 1

Hipoclorito de sodio L 1

Reguladores de L 5

crecimiento (BAP, Z)

Sabila Unidad 5

Semilla Unidad 1

Elaborado por: Gonzalez y Lema (2021).
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10.3.1. Medio del Cultivo

El medio de cultivo general que se utiliz6 para la propagacion in vitro, se detallo en la tabla 6 los
siguientes elementos principales para la preparacion de un medio de cultivo. Por el cual, el
proyecto consistié adiccion de la concentracion de Aleo vera para ver su comportamiento en el
medio de Murashige & Skoog que se efectud dentro de la micropropagacion del cultivo tomate,
debido que la planta de Aleo vera cuenta con unas de las propiedades mas beneficiarles, debido a
su capas inferiores que presenta una formacion de gel espeso y gelatinoso formando por un 99%

de agua, sustancia y compuesto lo cual esto ayuda al crecimiento y desarrollo del cultivo in vitro.

Tabla 6: Medio de cultivo y reguladores de crecimiento para un litro de solucion.

Factores de estudios Cantidades  Unidades
Murashige & Skoog (MS1962 -M519) 4,3 gr/l
Sacarosa (SC): 30 gr/l
Agar: 6,8 gr/l
Hp: 5,7 -
Bencilaminapurina (BAP) 1,0 mg/l
Zeatina (Z) 1,0 Mg
Aloe vera (Av) 100 ml/I

Elaborado por: Gonzéalez y Lema (2021).

10.4. Tratamientos de estudio

Para los tratamientos en el proyecto de investigacion seran resultado de las concentraciones con

un total de cuatro tratamientos y un tratamiento testigo se detalla en la Tabla 7

Tabla 7: Tratamientos de la investigacion.

# Tratamiento Cddigo

1 75% Murashige y Skoog + 25% Aloe vera +Bencilaminapurina  MS+Av+BAP
2 75% Murashige y Skoog + 25% Aloe vera +Zeatina MS+Av+Z

3 25% Murashige y Skoog + 75% Aloe vera +Bencilaminapurina ~ MS+Av+BAP
4  25% Murashige y Skoog + 75% Aloe vera +Zeatina MS+Av+Z

5 Murashige y Skoog Testigo (T)
Elaborado por: Gonzélez y Lema (2021).
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10.5. Disefio experimental

El disefio experimental que se utilizé fue un Disefio completamente al azar (DCA), con cinco
tratamientos y ocho repeticiones. Ademas se empled la prueba de rangos multiples de Tukey al

5% de probabilidad, el siguiente esquema de analisis de varianza se detalla en el tabla 8.

Tabla 8: Esquema de analisis de varianza.

Fuente de Variacion Grado de Libertad
Repeticiones (r-1) 7

Tratamientos (t-1) 4

Error experimental (t-1) (r-1) 28

Total (t*r-1) 39

Elaborado por: Gonzalez y Lema (2021).

10.6. Esquema del experimento

El esquema que se utilizé en la investigacion se basa en las técnicas, procedimientos y métodos
relacionados con la unidad experimental, el area del experimento, dimensiones, formas vy

asignacién de los tratamientos estudiando se presenta en la tabla 9.

Tabla 9: Esquema del experimento.

Tratamiento Repeticiones U.E Total
75% Murashige y Skoog + 25% Aloe 8 5 40
vera +Bencilaminapurina

75% Murashige y Skoog + 25% Aloe 8 5 40
vera +Zeatina

25% Murashige y Skoog + 75% Aloe 8 5 40
vera +Bencilaminapurina

25% Murashige y Skoog + 75% Aloe 8 5 40
vera +Zeatina

Testigo 8 5 40
Total 200

Elaborado por: Gonzélez y Lema (2021) UE= Unidades Experimentales
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10.7. Manejo del ensayo

10.7.1. Desinfeccion de la semilla (Explante)

Donde la semilla se someti6 a una desinfeccion con alcohol etilico al 70% mas el 30 % de agua
destilada obteniendo el 100% de este compuesto durante 10 minutos y manteniendo una agitacion
constante, sequidamente se procedio a la desinfectada sumergiendo la semilla en una solucion de
hipoclorito de sodio al 70% mas 30 % de agua destilada obteniendo el 100% de este compuesto
durante 10 minutos, donde se mantuvo una agitacién constantemente en este lapso de tiempo.
Enseguida se procedié al lavado de la semilla con agua destilada esterilizada por tres veces
consecutivas con lapso de tiempo de 5-10-15- para eliminar residuos de las soluciones que se
utilizaron; la desinfeccion y el lavado o enjuagué se realiz6 en la camara de flujo laminar, antes
de realizar cualquier proceso in vitro o desinfeccion del material vegetativo, se procedié a una
desinfeccidn total de la camara de flujo laminar con una solucion de alcohol al 70%, luego realiz6

el secado toalla desechable.
10.7.2. Germinacién de la semilla

En esta fase consistio a la introduccion de la semilla, en primera instancia se realizo el preparado
del sustrato que consisti6 en una solucién de agua + agar a razon de 8g/L. Para lograr que el agar
quedara disuelto uniformemente se utilizO una microondas por un tiempo de 3 minutos,
seguidamente el agar se ubicé en los recipientes de vidrio en un volumen de 25ml por frasco, los
cuales fueron tapados con papel aluminio y se esterilizo en el autoclave eléctrico a una presion de

2 kg/cm y a una temperatura de 120°c durante una 1 hora.

10.7.2.1. Siembra del explante (semilla)

Una vez llevado a cabo la desinfeccion y la preparacion de sustrato de agar, se sembrd lotes de
semillas de la variedad “Floradade” en el sustrato de agar dentro de la camara de flujo laminar;
para la introduccion de la semilla se utilizO una pinza para diseccién, completamente
desinfectada sobre una lampara de alcohol para asi evitar la contaminacion de la semilla, donde
se sembraron 60 semillas en cada recipiente de cultivo, luego se procedio a sellar con pléastico
strerch para asi disminuir el porcentaje de contaminacion del explante respectivamente de realizo

la identificacion con la fecha de siembra.
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Al finalizar la introduccion de explante se realizd el traslado de los frascos con semilla
introducida al cuatro de crecimiento, donde fue expuesto a una iluminacion artificial con una
temperatura de 17°C a 27°C y a un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 hora de oscuridad durante
un periodo de 22 dias, una vez conseguidos las plantulas necesarias, se dio inicio la etapa de

multiplicacion a partir de meristemo apical.

Después la etapa de introduccién in vitro de semilla se evalud una de la variable de estudio como
es el porcentaje de contaminacion en los 22 dias durante la germinacion y desarrollo de la
plantula dentro del cuatro de crecimiento, en la misma que se observd y se registro el nimero de
explantes que se encuentra contaminados en los 5 frascos en estudio (60 semilla por cada

frasco), este evaluacion se realizé de forma visual.
10.7.3. Etapa de multiplicacion

Se realiz6 la multiplicacion apical de tomate rifidén en los diferentes tratamientos planteados en el
estudio, donde se escogieron los meristemos aplicales de la plantulas mejormente desarrolladas
dentro de la solucion de agar que estén libre de contaminacion en la etapa de siembra del explante

(semilla).

Los explantes obtenido de la plantula se trasladaron a una solucion como medio de
multiplicacién con sus diferentes tipos de reguladores de crecimientos en el que se adiciond
diferentes concentraciones de Aloe vera. Dentro esta etapa de multiplicacion se evaluaron los 5
tratamientos de los siguientes concentraciones de 25% y 75% de Aloe vera como también los
reguladores de crecimientos como es la: Bencilaminapurina (BAP) a 1,0 mg/l y la Zeatinal,0
mg/l.
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Tabla 10: Concentraciones de dosis por litro de cada solucion que se realizd en la etapa de multiplicacion.

Tratamientos Cadigos Descripcion Dosis
MS+Av+BAP Murashige y Skoog + Aloe

T1 vera + Bencilaminapurina 3,229/l + 25ml/l + 1mg/l
MS+Av+Z Murashige y Skoog + Aloe

T2 vera +Zeatina 3,229/l + 25ml/l +1mg/I
MS+Av+BAP Murashige y Skoog + Aloe

T3 vera +Bencilaminapurina 1,079/l + 75ml/I + 1mg/I
MS+Av+Z Murashige y Skoog + Aloe

T4 vera +Zeatina 1,07g/l + 75ml/l + 1mg/I

Testigo (T) Murashige y Skoog
T5 4.3 g/l

Elaborando por: Gonzélez y Lema (2021).

Dentro de esta unidad experimental se ejecuto la preparaciones de los medios en los tratamientos
en los frasco de vidrio lo cual fue introducido en el autoclave, luego se realizo la introduccion a

los frascos 5 explantes, provenientes de la plantula obtenidas del proceso de germinacion.

Durante esta etapa de multiplicacion se observaron y se registraron los datos de las siguientes
variables de estudios: longitud de brote, nUmero de hojas por explantes, nimero de brotes

formado por explantes.

10.8. Variables evaluada

° Etapaly 2.

10.8.1. Porcentaje de contaminacion.

En esta variable se evalud el porcentaje de contaminacién de 300 explante (semillas) que se
introdujo al medio de agar, mediante la siguiente formula:

Brotes contaminados

% de contaminacion = Total de brot * 100
otal de brotes

Como contaminacion se tomo en cuenta a los explantes con sintomas de hongos, bacterias,

oxidacion o levaduras.
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. Etapa 3.
10.8.2. Longitud de brote (cm).

Se evaluaron la medida con una cinta métrica en cm tomada desde la base de la region nodal
hasta el apice de cada brote. Para la medicion fue utilizada una hoja de papel milimétrica
adherida en el laboratorio y se ubicé en la superficie extrema de fondo.

10.8.3. Numero de hojas por explante.

Se precedio a contabilizar los nimeros de hojas producidas por cada brote introducido en los

medios de cultivo; donde se sumaron todas las hojas completamente desarrolladas.
10.8.4. Numero de brotes formados por explante.

Se evalud el numero de brotes por explante provenientes del meristemo apical; se considerd

como brote aquel que present6 una yema con hojas bien diferenciadas.

11. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
11.1.Protocolo establecido.

11.1.1. Protocolo de recoleccidon y seleccién.

Despues que se realizo la germinacion de la semilla se procedio a seleccionar las plantulas mas
vigorosa ( libre de enfermedades), luego se procedio a tomar una parte del meristemo aplical

(expante) para iniciar la introduccén en etapa de multiplicacion.

También es muy importante que la seleccion de los explantes sea de una plantula de mayor
diemetro, acuerdo que esta leccion son las que mayores resultados presentan en la investigacion

establecida.
11.1.2. Protocolo desinfeccion y preparacion del material vegetativo.

Este protocolo de desinfeccidn radica en realizar un lavado de las manos con agua y jabon liquido

antes de manipular el material de partida para asi evitar y eliminar cualquier tipo de patdgenos,
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este proceso se lo lleva acabo dentro de la carama de flujo laminar, igual manera desinfetada para
asi determinar una mejor asepsia del material, segudamente se realiza el proceso de tres etapa de
desinfeccion lo cual consiste en una desinfeccion en una mezcla de alcohol industrial al 70% mas
la adiccion del 30% de agua destilada asi obteniendo el 100% de concentracion de este
compuesto, en donde se introduce la semilla (materia vegetal) por tiempo de 10 minutos este
corresponde a la primera desinfeccion, la segunda radica en una desifeccion en una soluccion de
hipoclorito de sodio al 70% mas la adiccion del 30% de agua destilada, asi obteniendo una
concentracion del 100% de la soluccion, la cual el material pasa ser introducida por un requerido
tiempo de 10 minutos donde se debe de realizar un agitacion constantemente, finalmente pasa a la
tercera desinfeccion donde consiste en realizar un proceso de enjuagues en agua destilada por 3
veces consecutiva en un intervalo de tiempo de 5-10-5 minutos unas vez finalizado este tiempo
requerido el proceso de asepsia termina y asi obtendremos un material idoneo para ser
introducido in vitro en el medio del agar para la germinacion y tambien un material vegetativo

libre de enfermadades para realizar la multiplicacion in vitro a partir del meristemo aplical.

También es de vital importancia que antes de la manipulacién del material vegetativo obtenido de
la germinacion, se debe realizar desinfectar el area de trabajo asi como los materiales a utilizarse,
adicionalmente se debe realizarse un lavado de manos la cual es muy esencial para evitar
cualquier tipos de contaminacidn sea hongo, bacteria entre otros agentes al iniciar la extracion del
meristemo aplical de la plantula obtenida por germinacion in vitro, debera tener mucha presicion
al hacer esta préctica de extraer el material vegetativo para evitar los dafios de domancia acipales
que son util para la introduccion. Asi mismo se realiza los cortes transversales de
aproximadamente 1,7 a 2,0 cm del apices. Seguidamente se hace la introduccion del material al

frasco con su medios respetivos en la etapa mutiplicacion.

11.1.3. Establecimiento in vitro

En esta etapa consiste en prapar el medio de introduccion con el agente gelificante (Agar) en
dosis de 8g/L, en donde se colocd la semilla para la germinacion durante de 22 dias en las
instalaciones de laboratorio, el material obtenido mediante este procedimiento se encontrd libre
de agentes patdgenos la misma que sirvio para sacar los respetivos meristemos para la siguiente

fase.
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11.1.4. Multiplicacion aplical del tomate rifidn in vitro

En esta etapa consiste en realizar el medio de multiplicacion mas idonea para este tipos de cultivo
como es (25%MS + 75%Av + Z) que corresponde al nombre de Murashige y Skoog mas la
adiccion de Aloe vera mas la composicion del regulador de crecimiento Zeatina, en dosis de MS
1,07g/L+ Av 75ml/L+Z 1mg/L,

11.1.5. Enraizamiento y Aclimatizacion

El medio de enraizamiento mas idoneo para el tomate rifion es el T3 (25%MS + 75%Av + BAP)
25% Murashige y Skoog maés la adiccion del 75% de Aloe vera méas la composicion de

Bencilaminapurina, donde presentaron mayores cantidades de raices por brotes con un 75%.

Por otro lado en fase de Aclimatizacion consiste en trasplantar las plantas de tomate en una
mezcla de sustrato de turba, cascarilla de arroz, piedra pémez y compost bioabono, donde debe
estar un lapso de 21 dias con el 50% de sombra dentro de micro tunel luego se traslada al

invernadero.
11.2. Porcentaje de contaminacion

En la variable evaluada del porcentaje de contaminacion, a los 22 dias, presentaron resultados
de 0% de contaminacion. Esto se debe al buen manejo de fitosanitario, al ingresar o sembrar los
explantes al medio del Agar para que exista un buen material vegetativo y asi evitar las
contaminaciones de los explantes en el laboratorio. (Figura 1).

Por lo general las contaminaciones de explante por patégenos son las mayores consecuencias
durante la introduccion de los explantes en el laboratorio bajo condiciones controladas. El
resultado observado, es debido a las soluciones de desinfectacion con la concentracion de
hipoclorito de sodio al 70% mas el 30 % de agua destilada, la alcohol al 70% y a tres enjuagues
de agua destilada, esto evidencia que la combinacion de hipoclorito de sodio y alcohol a una
concentracion del 70% presenta una gran eleccion para el protocolo de desinfeccion de los
explantes de estudio, permitiendo obtener un porcentaje del 100% de sobrevivencia (libre de
patdgenos) de los explantes. Esto con lleva a un resultado superior a lo obtenido por Maestu, E.

(2018), donde manifiesta que la tasa de contaminacion fue inferor al 5% para todas la variedades
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tomate empleadas en el estudio de acuerdo al protocolo utilizado con una disolucién de
hipoclorito de sodio al 50%. Mientra que los autores (Pérez et al., 1999), determinan que la tasa
de contaminacion de explantes se da por los patdgenos que resulta ser agente mas problematico
que afecta al cultivo de tejido dentro del laboratorio, esto debido al mal manejo de protocolo de

desinfeccion.
Figura 1: Porcentaje de explantes de contaminados de los 22 dias antes de ser ingresado a las etapa de

multiplicacion.

PORCENTAJE DE EXPLANTES CONTAMINADOQOS

BEXPLANTES
BNEC

Elaborado por: Gonzélez y Lema (2021) NEC: NUmero de explante contaminada

11.3. Longitud de los brotes (LB)

Con la investigacion realizada se puede determinar que la concentracion MS, Aloe vera y la
composicion del regulador de crecimiento el que presento mejor indice de resultado a los 45 dias
en la variable de longitud de los brotes (LB) fue Tratamiento 3 denominados como el 25%
Murashige y Skoog mas la adiccion del 75% de Aloe vera més la composicion de
Bencilaminapurina en donde se manifiesta con una longitud de 2,54cm, este indico una mejor
resultado de todo los tratamientos en estudio, mientras que el tratamiento con menor longitud de
brote fue el Tratamiento 1 75% de Murashige y Skoog mas la adiccion del 25% de Aloe vera mas
la composicion de Bencilaminapurina con una longitud de 1,03cm, esto evidencia una
demostracion de una diferencia de longitud significativa con el resto de los tratamientos. Al

realizar dicho andlisis de los tratamientos respectivo no manifesto diferencias significativamente.
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Tabla 11: Resultado de longitud de los brotes (LB) durante los 45 dias.

Tratamientos Longitud de brotes
T1 75%MS + 25%Av + BAP 1,03 b
T2 75%MS + 25%Av + Z 1,10b
T3 25%MS + 75%Av + BAP 2,54 a
T4 25%MS + 75%Av + Z 1,64 ab
T5 TESTIGO 2,03 ab

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05)

Elaborando por: Gonzalez y Lema (2021).
Los datos obtenido defiere a los expresado por Cruz (2004) manifesta que la longitud de brote
mediante la utlizacion de el regulador de crecimiento como la (BAP) Bencilaminapurina presenta
un mejor promedio de longitud de brotes, debido que esta hormona estimula en la activacién de la
division celular en el embrion contribuyendo a su desarrollo y crecimiento de brotes. Por otro
lado los autores Rodriguez & Hechevarria (2006) indica que la aplicacién del Murashige y Skoog
mas 15% de Aloe vera como medio de cultivo para la micropropagacién de plantas medicinales
obtiene un mejor promedio de longitud con el 7,7cm en el cultivo in vitro de Artemisia
absinthium L., asi mismo los autores Bonilla & Jiménez (2016) determinan que el uso del Aloe
vera incrementa el crecimiento del cultivo por tener una composicion alta antrogquinonas,
vitaminas, minerales, carbohidratos, enzimas, lipidos, compuestos organicos y un alto contenido
de aminoacidos. Segun el autor Urcuango (2014) menciona que el uso del medio de Murashige y
Skoog alcanza la mejor respuesta en longitud de brotes por sus sales minerales, compuestos

0rganicos.
11.4. Numero de hojas por explante (NHE)

La variable nimero de hoja por explante con la concentracion MS, Aloe vera y la composicion
del regulador de crecimiento, se observé un mayor promedio de hojas en el tratamiento 4 25% de
Murashige y Skoog maés la adiccion del 75% de Aloe vera mas la composicion de Zeatina con el
4,38, mientras que en el tratamiento 2 75% de Murashige y Skoog mas la adiccion del 25% de
Aloe vera més la composicion de Zeatina con 1,88 de nimero de hojas, fue el tratamiento con
menor numero de hojas las mismas que no presentan diferencias estadisticas entre los

tratamientos.
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Tabla 12: Resultado de nimero de hojas por explante (NBE) durante los 45 dias.

Tratamientos NUmero de hojas por explante
T1 75%MS + 25%Av + BAP 2,13 bc
T2 75%MS + 25%AvV + Z 1,88 ¢
T3 25%MS + 75%Av + BAP 425a
T4 25%MS + 75%Av + Z 4,38 a
T5 TESTIGO 3,88 ab

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p> 0,05)

Elaborando por: Gonzalez y Lema (2021).
Los mismos que concuerda con los expresado por los autores Gutiérrez & De la Cruz (2019)
menciona la adiccion de la Zeatina (Z) favorece el desarrollo de las plantas con caracteristicas
fenotipicas para la micropropagacion asi obteniendo una mayor porcentaje en numero de hojas.
Por otro lado los autores Polo et al., (2003) manfiesta que se observo un mayor desarrollo
fisiologico en las hojas con el uso de la (BAP) Bencilaminapurina. Segun los autores J6 et al.,
(2008) manifiesta que la utilizacion 75% de MS y con la adiccion 20 mI*L de extracto de Aloe
en la obtuvieron mejores resultados en la variable de nimero de hojas con el 0,499 de promedio
en el cultivo de platano in vitro. Demostrando que el extracto de Aloe vera es eficas para la fase

de multiplicacion y enraizamiento cuando se aplica al 20%.
11.5. Numero de brotes por explante (NBE)

Los resultados obtenidos con la concentracién de MS, Aloe vera y la composicion del regulador
de crecimiento que presenta un mejor numero de brotes por explante fue el Tratamiento 4 25% de
Murashige y Skoog més la adiccion del 75% de Aloe vera mas la composicion de Zeatina en este
tratamiento indico un mayor resultado con 2,38, sin embargo los tratamientos que presentaron un
promedio bajo de brotes fueron: Tratamiento tres 25% Murashige y Skoog mas la adiccion del
75% de Aloe vera mas la composiciéon de Bencilaminapurina con el 1,13, Tratamiento uno 75%
de Murashige y Skoog maés la adiccion del 25% de Aloe vera mas la composicion de
Bencilaminapurina con el 1,13 asi como tambien Tratamiento cinco (testigo) con el 1,13 de

brotes por explantes.



39

Tabla 13: Resultado de nimero de brotes por explante (NBE) durante los 45 dias.

Tratamientos NUmero de brotes por explante
T1 75%MS + 25%Av + BAP 1,13b
T2 75%MS + 25%Av + Z 1,25b
T3 25%MS + 75%Av + BAP 1,13b
T4 25%MS + 75%Av + Z 2,38a
T5 TESTIGO 1,13 b

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p> 0,05)

Elaborando por: Gonzalez y Lema (2021)
Esto resultado muestran que fueron superiores o lo obtenidos por los autores Cayo & Peralta
(2021) donde determinan que la combinacion del medio de cultivo con la hormona (MS + Z)
obtuvieron un mayor namero de brotes con el 1,4, debido que la Zeatina es un inductor en la
division celular y desarrollo de cloropastos. Igual manera el autor Arista (2019) presenta un
mayor numero de brotes con el uso de la zeatina. Por otro lado los autores Gonzélez et al., (2008)
manifiesta que el analisis estadistico demostré que entre 25, 50 y 75% de Aloe vera no hubo
diferencias significativas en el crecimiento y formacion de brotes, mientra que la unica diferencia
lo presentd en la concentracion del 100% de Aloe vera siendo uno de los mejores en el
crecimiento del cultivo in vitro de Lactobacillus plantarum. Segin Dominguez et al, (2012)
menciona que la aplicacion del gel de Aloe vera interviene en la estimulacion de la actividad de

fibroblastos y la proliferacion, tambien favorece la cicatrizacion y la angiogénesis.

Al trascurrir los 45 dias en la etapa de multiplicacion se pudo evidenciar que la mayoria de los
brotes de los tratamientos en estudio presentaron raices con una formacién moderada de callos en
una longuitud de brote de 2,54cm, por ende el enraizamiento se vio en los tratamientos T3
(25%MS + 75%Av + BAP) 25% Murashige y Skoog mas la adiccion del 75% de Aloe vera mas
la composicion de Bencilaminapurina, donde se presencié una mayor cantidades de raices por
brotes con un 75%, seguido de tratamiento T5 (TESTIGO =MS) con el 35% de enraizamientos,
por otro lado se presenta el tratamiento que menor presencias de raices fue el T2 (75%MS +
25%Av + Z) 75% de Murashige y Skoog mas la adiccion del 25% de Aloe vera mas la
composicion de Zeatina con el 10% de raices. Estos resultados se relaciona a lo mencionado por
la autora Almeida, (2010) demuestra que el gel de Aloe vera es muy eficiente para la sustitucion

de reguladores sintéticos en medios de cultivo para el enraizamiento in vitro de plantas
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medicinales. Por otro lado los autores Pulido & Becerra, (2016) menciona que la composicién
quimica del gel Aloe vera, se encuentra el fostato de manosa, lo cual su principal funcion es

actuar como un agente de crecimientos de los tejidos.

Al lapso de 21 dias despues del trasplante de las plantas de tomate se presencidé una altura
promedio de 15cm la cual se encuentra aclimatizadas en el micro tunel del invernadero, segun la
autora Siavichay (2011) menciona que en su investigacion obtuvo un mayor procentaje de

prendimiento en invernadero con 100% de aclimatizacién en los 10 cultivares.
12.  ANALISIS DE COSTO

Para el analisis de costos de cada uno de los tratamientos luego de los célculos de gastos por
tratamiento se logré determinar que el costo de planta obtenida en cada uno de los tratamientos,
fue en el tratamientos 3,4 con 0,09 USD, mientras el costo mas alto se dio en el testigo con 0,13
USD, dejando asi una relacion de beneficios - costo para los tratamientos 3 y 4 con 0,69

respectivamente.

Tablal4: Analisis de costos de la investigacion realizada.

Costos T1 T2 T3 T4 T5
MS+Av+BAP MS+Av+Z MS+Av+BAP MS+Av+Z MS
3,22g/L+25ml/  3,22g/L+25ml/  1,07g/L+75ml/ 1,07g/L+75ml/ 4,3

L+1mg/L L+1mg/L L+1mg/L L+1mg/L g/L
Semillas 0,175 0,175 0,175 0,175 0,175
Insumos de 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41
laboratorio
Dep de equipos y 2,23 2,23 2,23 2,23 2,23
materiales
Medios de cultivo 2,01 2,01 0,73 0,73 2,58
Total costos 4,82 4,82 3,54 3,54 5,39
No. de plantas 40 40 40 40 40
Costo por planta 0,12 0,12 0,09 0,09 0,13
Ingresos
No de plantas 40 40 40 40 40
Valor de venta 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Venta total 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Utilidad 1,18 1,18 2,46 2,46 0,61
Relacién 0,24 0,24 0,69 0,69 0,11

beneficid/costo
Elaborado por: Gonzélez y Lema (2021).




41

13. IMPACTO (técnico, social, ambiental o econémico)

13.1.Técnicos

La investigacion ha generado impactos técnicos con suma importancia tanto en el ambito agricola
como de tecnologia, ya que se presentan técnicas y herramientas con las cuales se obtuvieron
resultados satisfactorios en propagacion in-vitro de tomate (Solanum licopersicum), siendo asi
una alternativa para los agricultores ya que se les proporciona plantas libres de agentes que

perjudiquen la calidad.
13.2.  Social

En cuanto al impacto social que tiene el proyecto es extremadamente importante, ya que en la
actualidad para poder comercializar plantas estas deben de contar con una buena genética ademas
que estas estén en las expectativas de produccién que los agricultores esperan, por lo que, con la
utilizacion de la micropropagacion o cultivos de tejidos, se pueden obtener plantulas con las

caracteristicas deseadas de una manera masiva y acelerada.
13.3.  Ambiental

El impacto ambiental que tiene el proyecto con propagacion in-vitro del cultivo, se evidencia que
se reduce el impacto ya que con esta técnica no tenemos la necesidad de realizar un mal uso de
los agroquimicos, ademas con la utilizacion de esta técnica no tenemos que sobre saturarnos con

bandejas germinadoras que después de un tiempo de uso es desechada.
13.4. EconOmicos

El impacto econdmico que genera el uso de la técnica de propagacion in-vitro cultivos, ya que en
la actualidad para obtener plantas de buena calidad estas tienen un alto costo, ademas de ser
dificiles de obtener, y con la técnica planteada se obtienen plantas con las caracteristicas deseadas
Y que conservan su pureza varietal y tienen un menor costo, y se proporcionan libres de agentes

patdgenos.
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PRESUPUESTO

El presupuesto de esta investigacion establecida se presenta en la siguiente tabla 15.

Tabla 15: Presupuesto de la investigacion.

Recursos Unidad Cantidad Valor Valor total
unitario (USD)
(USD)
A. Costos Directos
1. Mano de obra
Seleccion del material vegetativo Jornal 1 12 12
Preparacion del material vegetativo Jornal 1 12 12
Establecimiento del material aséptico Jornal 1 12 12
Instalacion de los frascos Jornal 1 12 12
Control de condiciones ambientales Jornal 1 12 12
Subtotal 60
2. Insumos
Hormonas 1 2 70 140
Hipoclorito de sodio L 1 10 10
Agar Kg 1 95 95
Semillas Unidad 1 1,75 1,75
Alcohol Gl 1 12 12
Aloe vera Unidad 5 0,25 1,25
Agua destilada Gl 2 3,6 7,2
Sales minerales Kg 2 25 50
Subtotal 317,2
Total, cotos directos 377,2
B. Costos indirectos
Materiales
Vasos de precipitacion Unidad 7 3 21
Caja de bisturi Unidad 1 10 10
Paquete de servilletas Unidad 2 2 4
Paquete de mascarillas Unidad 10 0,25 2,5
Tubos de ensayo Unidad 2 0,5 1
Mechero Unidad 2 15 30
Probeta Unidad 3 5 15
Frascos de vidrio Unidad 45 0,5 22,5
Pinzas Unidad 2 2 4
Mandil Unidad 2 8 16
Trasporte Unidad 6 15 90
Viaticos Unidad 12 3 36
Equipos
Céamara de flujo laminar hr 5 10 50
Autoclave hr 1 15 15
Balanza analitica hr 1 8 8
Plancha de calentamiento hr 1 8 8
Agitador magnético hr 1 8 8
pH — Metro hr 1 15 15
Microondas hr 1 12 12
Subtotal de costos indirectos 368
Total de costos directos 372,2
TOTAL DE COSTOS $740,20

Elaborado por: Gonzélez y Lema (2021).
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15. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

15.1.Conclusiones
Después de analizar los resultados arrojan las siguientes conclusiones:

o En cuanto al manejo del material de partida que se introdujo a In-vitro llego a reflejar un
sin nimero de resultados en los diferentes tratamientos que se realizaron, por lo cual se concluye
que la semilla que se utilizada demostr6 ser viable para la propagacion in-vitro, de tomate
(Solanum licopersicum), ya que no presento contaminacion en el medio de introduccion in-vitro a
base de AGAR- AGAR.

o Al dar por finalizada la investigacién podemos mencionar que las condiciones dptimas
para la desinfeccién de los materiales y de la semilla esta estrechamente ligada con el
cumplimiento de la fase de desinfeccion la cual consistid en realizar dos lavados uno en cloro al
70% por 10 minutos y con alcohol al 70% por 10 minutos y tres enjuagues en agua destilada y
esterilizada por 5, 10 y 15 minutos respectivamente, con lo cual se obtuvo como resultado un 0%
de contaminacion de los explantes.

o El mejor medio para la propagacion in-vitro es el tratamiento nimero T4 (25%MS +
75%Av + Z), ya que este presento mejores resultados en las variables evaluadas, obteniendo
mayor nimero de brotes por explante, nimero de hojas por explante.

o Por lo tanto, aceptamos a la hipotesis alternativa que menciona, que el protocolo con el
medio de cultivo con Aleo vera al 75%, més la adiccion de reguladores de crecimiento permitira

el desarrollo vegetativo del tomate a partir de meristemos aplicales.
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Recomendaciones

Para obtener los resultados deseados se recomienda seguir el protocolo de desinfeccion
con todas las dosis establecidas y el tiempo tanto en el cloro al 70%, como en el alcohol al
70%, para que de esta forma tengamos la semilla libre de cualquier agente que puedan
contaminar el medio de partida, ademas que la semilla debe ser de fuentes confiables para
obtener explantes de calidad para la toda la fase de la propagacion.

Y de igual forma de acuerdo a los resultados obtenidos se recomienda la utilizacion del
tratamiento 4 25% Murashige y Skoog + 75% Aloe vera + Zeatina ya que presenta un
desarrollo por encima de los esperados tanto en longitud de brotes con 1.64 cm, en cuanto
a namero de brotes con un promedio de 2.38 brotes por explante, y en cuanto al nimero
de hojas se obtuvieren una media de 4,38 hojas por explante.

Ademas, se recomienda dar el seguimiento respectivo en cuanto a el desarrollo de las
plantas obtenidas en el experimento para asi poder saber cual es su comportamiento en

condiciones de Ex-vitro
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Anexo 4: Preparacion del material de partida de Tomate.

Fotografia 1: Preparacion de la Semilla.

Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021)

Anexo 5: Desinfeccion del material de partida de Tomate.

Fotografia 3: Solucién de cloro al 70% Fotografia 4: Solucion de Alcohol al 70 %

: : L ‘ X s S = 2
Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021) Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021) B



Fotografia 5: Desinfeccion para uso de la
flujo laminar.

Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021)

Fotografia 7: Agua destilada.

Elaborado por: Gonzélez &'Lema' (2021)
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Fotografia 6: Enjuague en la camara de flujo camara de
laminar.

Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021)
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Anexo 6: Fase de introduccién In Vitro.

Fotografia 8: Medio de germinacion ( Agar). Fotografia 9: Introduccién de la semilla

2 o

¥ ' y
Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021)

Elaborado por: Gonzalez & Lema (2021)

Fotografia 10: Colocacion en la camara de Fotografia 11: Germinacion de semilla.
crecimiento.

: 1
Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021)

Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021)
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Anexo 7: Fase de multiplicacién de Tomate.

Fotografia 13: Reguladores de crecimiento.

Fotografia 12: Medio (MS & Av).

Fotografia 14: Repeticiones. Fotografia 15: Traslado a la autoclave para
su esterilizacion

S5

Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021) Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021)
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Fotografia 16: Preparacion de explantes.

Fotografia 17: Siembra de explantes.

Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021) Elaborado por'GonzéIez & Lema (?021)

Fotografia 18: Tratamientos en desarrollo. Fotografia 19: Ubicacion en camara de
crecimiento.

Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021)
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Anexo 8: Fotografias de diferentes tratamientos.

Fotografia 20: T1 MS 75% + Aloe v 25% + BAP

Fotografia 21: T2 MS 75% + Aaloe v 25% + Z

Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021) Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021)

Fotografia 20: T3 MS 25% + Aloe v 75% + BAP. Fotografia 21: T4 MS 25% + Aloe v 75%+ Z.

ik

Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021) Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021)



Fotografia 22: T5 MS Fotografia 23: Tratamientos

-

v Ty

1S +hy t2
5% 3 4w

Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021)

Anexo 9: Variables a evaluadas.

Fotografia 24: Porcentaje de contaminacion

Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021)
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Fotografia 26: NUmero de brotes.

Fotografia 27: Numero de hojas.

Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021) Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021)

Elaborado por: Gonzélez & Lema (2(521)
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Anexo 10: Fase de Aclimatacion.

Fotografia 29: Sustrato para aclimatacion. Fotografia 30: Llenado del sustrato.

Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021) Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021)

Fotografia 31: Limpieza del explante. Fotografia 32: Siembra del explante.

e = e
Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021)

Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021



Fotografia 33: Rocio de micorrizas.

=5 R P e

Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021)

Fotografia 35: Planta aclimatada.

£ P
Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021)

4

Elaborado por: Gonzélez & Lema (2021)
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