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Introduccion

El jitomate (Solanum Lycopersicum L) es considerado una de las hortalizas més
importantes en México y en diversas partes del mundo, es un fruto carnoso con semillas
rodeadas de pulpa muy coloreada, tipicamente de tonos que van desde el amarillo hasta el
rojo, debido a la presencia de pigmentos licopeno y caroteno. Es usado principalmente para
la preparacion de ensaladas y elaboracion de jugo en fresco; la industria alimenticia actual
procesa los jitomates en infinidad de formas, desde zumos, purés, conservas de jitomates
enteros y pelados, fritos, en componentes de diversas salsas picantes y dulces, mermeladas,
esencia para la elaboracion de alimentos, saborizantes y otros productos; las variedades mas
utilizadas dentro de la produccién agricola en México son del tipo saladet, bola y cherry

(planeacidn agricola 2017-2030.gob).

México es el principal proveedor a nivel mundial de jitomate con una participacion en el
mercado internacional de 25.11% del valor de las exportaciones mundiales (planeacion
agricola 2017-2030.gob). A pesar de que durante el periodo de 2003-2016 se experimento
una reduccion en la superficie sembrada, presentd un crecimiento acumulado en la
produccién 54.25% y en las exportaciones en fresco 77.87%, convirtiéndolo en uno de los

cultivos con mayor incremento en la productividad (tabla 1).
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Tabla 1. Datos anuales de produccion de jitomate en México.

ESTIMACIONES CRECIMIENTO CRECIMIENTO
ACUMULADO PROMEDIO

ANUAL

Afo/ 2016 2018 2024 2030 2003- 2016- 2016- 2016- 2003- | 2016-
Periodo 2016 2018 2024 2030 2016 | 2030

Produccién 3.35 3.95 5.76 7.76 54.26% | 117.97% | 45.70% | 125.80% | 3.39% | 5.58%
potencial
(millones de
toneladas)

Exportacion 1.61 2.17 3.84 5.50 77.88% | 34.76% | 77.29% | 242.80% | 4.53% | 8.55%
(millones de
toneladas)

Valor de 1,939.12 | 2,613.25 | 4,633.02 | 6,641.02
exportaciones
(millones de
délares a
precios de
2016)

Fuente: Elaboracion propia con datos del SIAP y el SIAVI 2018.

Tanto el tomate verde como el jitomate también conocido como tomate rojo, son
econdmicamente los cultivos horticolas mas importantes en todo el mundo, sin embargo,
enfermedades causadas por patdgenos (incluyendo virus, bacterias y hongos), en estos
cultivos bajo condiciones de invernadero y de campo, pueden causar dafios graves y
grandes pérdidas econdmicas las cuales varian de 5 a 90%, dependiendo de factores como:
la especie o variante de patdgeno, la variedad de jitomate, la etapa fenoldgica al momento
de la infeccion, condiciones climaticas durante el desarrollo de la enfermedad, la presencia
de otras enfermedades y la forma de dispersion del patdgeno en la plantacion, (Jones et al ,
2001; Hanssen et al , 2010; Sikora, 2011).
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1. Planteamiento del problema

Muchas especies de la familia Solanaceae son de gran importancia econdmica y de
consumo, como es el caso del jitomate, en México se cultivan alrededor de 52,374.91 ha, en
los ultimos afios el rendimiento productivo disminuy6 una tasa anual de 3.8% debido a
ciertos factores: cambio climatico, plagas y enfermedades que afectan directamente la
productividad y el rendimiento del cultivo, lo que impacta negativamente en el ingreso
econdmico de los productores (Panorama Agroalimentario 2016). EI cancer bacteriano es
dispersado principalmente por semilla contaminada y plantulas infectadas, ocasionando
dafos y pérdidas que fluctdan entre un 30% y 60%, como se observa en la tabla 2 el
promedio del nivel de infestacion en los municipios del estado de México. Los dafios y
pérdidas por infestaciones varias se presentan en todas las partes de México, con un
tendencia similar o superior para las regiones que cultivan Solanaceas a campo abierto,

incluso en invernadero, en el estado de Puebla.

La mayoria de estas pérdidas son producto de la presencia de enfermedades y plagas no
cuarentenarias reglamentadas (tabla 3), es decir, no se lleva a cabo un control fitosanitario
adecuado, las cuales, debido al desconocimiento, la no aplicacion y mala implementacion
de las Buenas Practicas Agricolas (BPAs) crean las condiciones necesarias para el
desarrollo de plagas y enfermedades (Pandey, P. et al., 2017). En el noroeste de México,
en el Estado de Sonora, su produccion se ha visto afectada por la aparicion de

enfermedades que causan pérdidas hasta en un 100 % (Ai., et al., 2019).

A pesar de que la enfermedad se consideraba confinada en los estados del noroeste de los
EE. UU., en Sinaloa, México se detecto e identificd el cancro bacteriano en el Valle de
Culiacan, y de 1994 a 1996 se extendi6 rapidamente y se establecio en las principales areas

horticolas de exportacion de los Estados de Jalisco, San Luis Potosi, Baja California Sur y
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Baja California Norte (Holguin-Pefia et al., 2006). Hasta la fecha, se han presentado dafios
en 200 ha en sistemas de produccion protegida, con pérdidas de comercializacion estimadas
en 40 millones de dodlares. En el 2006 la produccion nacional de tomate fue de
aproximadamente 995 000 t, y el Estado de Sonora tiene el décimo lugar con 2.7 % de la
produccion total, después de Sinaloa (28 %), Michoacén (11.3 %), San Luis Potosi (10.8
%), Zacatecas (9.8 %), Morelos (7.0 % en invernadero), Nayarit (4.7 %), Baja California
Sur (2.9 %), Jalisco (3.8 %) y Baja California (2.7 %) (SIAP, 2008). Sonora cuenta con
1705 ha de tomate: 15 % en invernadero, 75 % en casa sombra y 10 % a cielo abierto
(SIAP, 2008).

En San Luis Potosi se reportan pérdidas econdémicas que varian de 60 a 100 % en los
municipios de Villa de Arista y Moctezuma (Alpuche et al., 2007). Desde 1986, los suelos
de la region de Villa de Arista en San Luis Potosi, estan infestados por esta bacteria y
cuando las condiciones son favorables se desarrollan epifitias que merman la produccion,
por lo que ha disminuido la superficie cultivada con jitomate (Monreal, 2005), también se

encuentra presente en el municipio de Rio Verde y la Delegacion Bocas.

En el Estado de México se encuentra distribuido en los municipios de Zacualpan, Coatepec
Harinas, Tonatico, Tepetlixpa, Ozumba, Atlautla e Ixtapaluca, en los cuales ha causado
pérdidas de un 40 a 90% de la produccion. Afecta tanto al jitomate de trasplante (plantulas)
como al de siembra directa, de invernadero y a cielo abierto, ocasionando necrosis,
marchitez, achaparramiento, roturas de tallo, decoloracién de tejidos vasculares,

amarillamiento y manchas pequefias color café con halo blanco, en los frutos.

Aunado a lo anterior, suelos contaminados, temperaturas extremas, variantes genéticas en
cultivos silvestres, entre otros factores, son el reflejo de la problemética que vivimos

actualmente en nuestros campos, alimentacién y economia de las poblaciones.
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Tabla 2. Promedio del nivel de infestacion por cancer bacteriano en los principales

productores del estado de México.

Municipio Numero de  Superficie Nivel de Nivel de
productores infestada infestacion infestacion
(ha) promedio actual esperada
Atlauta 9 11.4000 5.2857 5.0000
Coatepec 75 95.2100 0.0946 0.0000
harinas
Ixtapaluca 1 2.0000 6.0000 0.0000
Ixtapan de la 5 8.5000 3.3636 3.0000
Sal
Ozumba 39 76.6000 6.5897 6.0000
Tepetlixpa 45 88.9000 4.9279 4.5000
Texcaltitlan 7 1.7800 0.0000 0.0000
Tonatico 34 28.5000 0.0761 0.0000
Zacualpan 29 10.2700 0.3265 0.0000
Total 244 323.1600 2.9627 2.0556

Comité estatal de sanidad vegetal estado de México. 2015.

Promedio sobre el total de los datos: 24.4208 hectareas.
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Tabla 3. Diagnostico de los problemas que afectan la productividad del jitomate.

NUm. Problemas Descriptor Indicador
No se respeta el No existe un consenso 68% de los productores se
1 establecimiento de las positivo en el siente afectado por la
ventanas fitosanitarias. establecimiento de la ventana fitosanitaria, ya que
ventana fitosanitaria deja de sembrar y ademas
cree que la veda no es
respetada por otros
productores.
Altas poblaciones de Afectacion en la
2 mosquita blanca, acaros en | productividad, ocasionando
Alta incidencia en plagas las parcelas, nematodos. pérdidas desde 5 hasta 50%
en la produccion y ademas
de un mayor uso de
insecticidas y agroquimicos.
Alta incidencia en Existencia de hongos, Mayor uso de agroquimicos

3 enfermedades principalmente Fusariumy  para controlar las
bacterias como el caso de infestaciones.
Clavibacter michiganensis.

Factores climaticos Lluvias, heladas y vientos 26% de los productores,

4 fuertes, afecta el considera que es afectado en
rendimiento y su productividad.
productividad

La falta de financiamiento es | La falta de recursos 42% de los productores,
un riesgo en el momento de econémicos afecta las consideran el

5 sembrar. decisiones de cuanto financiamiento para la
producir. planeacion de su produccién

y la falta de éste, afecta la
superficie a sembrar.
El incremento constante en el | Ocasiona una reduccién en | En el ciclo 2008-2009 los

6 precio de los insumos el ingreso de los costos de algunos insumos

encarece los costos de productores y por lo tanto se incrementaron, hasta en
produccion y disminuye el dejan de comprar semillas un 400%,

ingreso de los productores certificadas.

La sobre oferta y baja en el La variabilidad de precios En el ciclo 2007-2008, las

7 precio del jitomate en el representa una variaciones de precios de

mercado afecta el ingreso del | incertidumbre en el tomate en el mercado
productor. mercado. oscilaron de100 a 400%
La falta de compromiso y La falta del pago oportuno 14% de los productores han

8 regateo en la y justo por el precio del incurrido en pérdidas en la

comercializacion de jitomate.

tomate repercute en
pérdidas econémicas para el
productor.

comercializacion

Imelda Chi Rosana et al., 2011
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2. Justificacion

La importancia de las semillas artificiales dentro de la agricultura es poder preservar alguna
especie de interés, obtener variedades mejoradas, incluso poder utilizarlas como medida de
prevencion ante patogenos, semillas de fécil manipulacion, transportacion, material
biolégico mas duradero, estable y de facil almacenamiento; uno de los usos mas
importantes actualmente de la semilla artificial es para la obtencion de un banco de semillas

y también se utilizan para la reforestacion silvestre.

Dentro de la formacién como ingeniero agroindustrial ademas de tener conocimiento basico
en agricultura podremos aplicar técnicas biotecnologicas como lo es el cultivo in-vitro
(micropropagacion y organogénesis indirecta) en el disefio y formulacion para la
preparacion de semillas artificiales de jitomate variedad saladet. Para lograrlo se requiere
trabajar con plantulas completamente sanas que por medio de técnicas de cultivo in-vitro y
la organogénesis indirecta se obtendran brotes que podran ser empleados en la elaboracién
de la semilla artificial libre de patégenos, sin variabilidad genética por los diversos factores
de estrés ambientales. Dicho material serd una aportacion y desarrollo de impacto
econdmico para el productor, para la salud del consumidor, y ambiental para la sociedad en

general.

18



ODbjetivos



3. Objetivo general

Aplicar técnicas de micropropagacion y organogenesis indirecta para la obtencion de brotes

y desarrollar una formulacién para la obtencion de semillas artificiales libres de patdgenos.

Objetivos especificos

e Propagar in-vitro semillas de jitomate que se encuentren libre de patdgenos.

e Realizar una evaluacion previa para determinar la efectividad de las diferentes
fitohormonas y seleccionar las favorables para induccién de callo.

e Disefiar una matriz experimental basada en siete tratamientos combinando dos
diferentes fitohormonas para llevar a cabo la induccion de callo.

e Cortar los explantes y sembrar en condiciones in-vitro de acuerdo a la matriz
experimental disefiada.

e Inducir la brotacion a partir de los callos generados.

e Formulary encapsular explantes para el disefio de la semilla artificial.
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4. Hipdtesis:

Seré posible establecer las condiciones para la induccion de callos y brotes, asi como la
formulacién para preparar semillas artificiales a partir de la brotacion inducida de callos,

mediante la combinacion de fitohormonas diferentes.

Hipotesis nula:

e Existira la posibilidad de que todos los tratamientos para la induccion de callo sean
iguales.

e No serd posible la induccion de callos libre de patdgenos.

e Existe la posibilidad de generar mayor numero de brotes a partir de la obtencion de
callos friables.

e Existird un método eficaz para la preservacion de la semilla artificial.

Hipétesis alternativa:

e Existira la posibilidad de que al menos uno de los siete tratamientos genere callos
friables en el menor tiempo posible.

e No sera posible obtener un gran nimero de brotes a partir de la obtencién de callos.

e No existira un método eficaz para la preservacion de la semilla artificial.
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5. Capitulo 1. Marco tedrico

5.1 Patogenos principales que afectan al cultivo de jitomate

Existen diferentes tipos de patdgenos (tabla 4) que afectan al cultivo de jitomate durante su
etapa fenologica. Dentro de ellos encontramos una gran variedad de plagas, virus, hongos y
aquellas causadas por bacterias; todas ellas generan un gran problema econémico y bajo

rendimiento en produccidn.

Dentro de las enfermedades causadas por bacterias, el “Cancer bacteriano” es una
enfermedad muy seria del jitomate, causada por la bacteria Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis (Cmm). En plantas jovenes algunos sintomas de la enfermedad son:
necrosis en los margenes de las hojas, manchas necroticas de café claro a oscuro en las
hojas y tallos, pequefias ampollas levantadas de color blanco, plantas pequefias 0 enanas,
marchitez y rotura de tallo también pueden ocurrir, especialmente en plantas injertadas. En
los frutos de plantas infectadas se desarrollan sintomas tipicos del cancer bacteriano que
consisten en pequefias manchas oscuras, rodeadas de un halo blanco, que se denomina “ojo

de pajaro” (Figura 1).

Figura 1. A) céncer bacteriano en tomate verde, mostrando la aureola blanca amarillenta, tipica del sintoma “ojo de
pajaro”. B) el tomate rojo muestra algunas manchas marrones mas oscuras (sin aureola) son causadas por otro patégeno

bacteriano, Pseudomonas syrin.
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Tipo de

patogeno

Tabla 4. Patdgenos que afectan al cultivo de jitomate.

Microrganismo causante

Enfermedad

e Virus de la mancha anular del
tabaco.

e Virus de la marchitez manchada
del tomate.

Se observa manchas
necrdticas en las hojas,
enrollamiento, clorosis y

Virus e Virus mosaico del tomate. )
enanismo durante el
e Virus aspermia del tomate. desarrollo vegetativo,
e Virus del enanismo arbustivo del
tomate.
e Cancer bacteriano (Clavibacter Cancer bacteriano en
michiganensis). solanaceas provoca necrosis,
Bacterias e Pecay mancha bacteriana marchitez, partimiento de
(Pseudomonas syringae). tallo y decoloracién del tejido
vascular.
e Moho gris (Botrytis cinérea). Se observan lesiones de
e Tizon tardio (Phytophthora forma circular o irregular de
Hongos infestans). color caracteristico
e Cenicilla (Leveillula taurica). (dependiendo la especie),
« Moho blanco (Sclerotinia causan pudricion en raiz'y
sclerotiorum). tallo.
e Pulgones (Aphis gossypi). Alteracion de fotosintesis,
e Mosquita blanca (Trialeurodes respiracion y otros procesos
vaporariorum). metabdlicos de diversos
e Trips (Franklinella occidentalis). cultivos herbaceos, arboreos,
Plagas e Arafia roja (Tetranychus urticae). y algoddn; dentro de ellos
e Gusano del fruto (liothis algunos son principales
gelotopoeon). vectores que transmiten
e Minadores (Liriomyza enfermedades.
huidobrensis).
Nemétodos
FAO. 2013.
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5.2 Las Buenas Practicas Agricolas

Para combatir y mantener un control de estos patégenos, se ha implementado el uso de las
Buenas Précticas Agricolas (BPAS), estas son un conjunto de practicas o normas destinadas
a prevenir, reducir o controlar los peligros de contaminacion bioldgica, fisica y/o quimica
durante la cadena de produccion. Dentro de la produccion horticola se aplican durante todas
sus acciones, desde la preparacion del terreno hasta la cosecha, el embalaje y el transporte.
Con el objetivo de asegurar la inocuidad del producto, la proteccion al medio ambiente y la
salud y el bienestar de los trabajadores (Kirchner, C. F. 2010). Estas benefician a los
agricultores y sus familias que obtendran alimentos sanos y de calidad para asegurar su
nutricion y alimentacion y generaran un valor agregado en sus productos para acceder de
mejor forma a los mercados, a los consumidores, que gozaran de alimentos de mejor
calidad e inocuos, producidos en forma sostenible y a la poblacion en general, que
disfrutarda de un mejor medio ambiente. Es importante comentar que toda operacion
agricola debe tener un plan escrito que describa los procedimientos diarios para antes y
durante la realizacion de las operaciones desarrolladas, asi como la frecuencia con la cual
seran conducidas para prevenir la contaminacion directa o la adulteracion del producto.

Algunas de estas BAPs son:
Uso de semillas certificadas.

e Material propagativo certificados libre de patdgenos.
e Eliminacion de posibles reservorios de los patdgenos.
e Modificacion de practicas de cosecha y siembra.

e Control o eliminacion de vectores.

e Buen manejo de agroquimicos.

e Eliminacion de malezas.

e Limpieza del terreno o area de siembra.

e Limpiezay desinfeccion de los materiales y utensilios de trabajo
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5.3 La agrobiotecnologia

La agrobiotecnologia es una herramienta eficaz, constituida por numerosas y variadas
técnicas. Dentro de ellas estan la hibridacion genética y sus variantes, el cultivo in-vitro de
células, micropropagacion in-vitro, semillas naturales, la fermentacion, el control bioldgico
con microorganismos y algunas que no utilizan organismos vivos como se observa en la
figura 2. Las variadas técnicas de la agrobiotecnologia se fundamentan en ciencias
bioldgicas tales como la genética, la fisiologia, la microbiologia, la bioquimica y la biologia

celular y molecular.

Ademas, se relacionan con otras disciplinas como la ingenieria quimica, bioprocesos,
informética, estadistica, economia, entre otras. Aunque algunas de las técnicas
biotecnoldgicas se utilizan desde épocas milenarias con diversos fines como en la
elaboracion de alimentos y bebidas, desde hace poco més de cuatro décadas, en la
agricultura se han introducido técnicas caracterizadas por su especificidad, precision,
rapidez y versatilidad, que claramente han superado o potenciado algunos de los procesos
naturales propios de los organismos vivos. Actualmente existe una gran diversidad de

técnicas agrobiotecnoldgicas que ayudan al rendimiento y mejora del campo, como lo son:

e Hibridacion

e Fermentacion

e Control biolégico usando microorganismos.

e Modificacion genética

e Técnicas biotecnoldgicas que no emplean microorganismos Vivos.

e Técnicas de cultivo in-vitro de células y tejidos
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5.4 Cultivo in-vitro

El cultivo de células o tejido vegetal, también denominado cultivo in-vitro es una
herramienta importante tanto en estudios basicos y aplicados como en temas comerciales
(Thorpe 2007 y Stasolla 'y Thorpe 2011). Aunque Street (1977) tiene recomendado un uso
mas restringido del término, el cultivo de tejidos vegetales es generalmente utilizado para el
cultivo aséptico de células, tejidos, 6rganos y sus componentes bajo condiciones fisicas y
quimicas definidas in-vitro. Quizas el primer paso hacia el cultivo de tejido vegetal fue
realizado por Henri-Louis Duhumel du Monceau en 1756, quien, durante sus estudios
pioneros sobre la cicatrizacion de heridas en plantas, observd la formacion de callos
(Gautheret, 1985). Las investigaciones continuaron durante esta época, otro investigador
gue aporto mas informacion es Haberlandt (1902) eligio los solos aislados de las hojas
utilizando tejido de Lamium purpureum Yy Eichhornia crassipes, la epidermis de
Ornithogalum y pelos epidérmicos de Pulmonaria mollissima, para obtener una division

celular.

Conforme al paso del tiempo, muchos investigadores fueron aportando diferentes técnicas
de cultivo in-vitro con el fin ya sea de realizar réplicas de diversas variedades de plantas
para estudios como de resistencia ante patdgeno, resistencias climaticas, obtencion de una
variedad a partir de la union de dos diferentes células, entre otras. Ademas de aportaciones
de medios artificiales que pudieran llevar a cabo un buen desarrollo de las préacticas de
cultivo in-vitro como es el caso del medio Murashige & Skoog (MS) disefiado por los
cientificos Toshio Murashige y Folke K. Skoog en 1962, durante sus investigaciones de
nuevos reguladores del desarrollo vegetal y se ha convertido en el medio mas cominmente
usado en el cultivo in-vitro de tejidos vegetales. Como investigador doctoral de Skoog,
Murashige originalmente estaba enfocado en encontrar la fitohormona del crecimiento
presente en el jugo del tabaco, sin tener éxito; En su lugar, el analisis del jugo de tabaco
revelo altas concentraciones de minerales especificos. Una serie de experimentos

posteriores demostrd que variando los niveles de estos minerales promovia el crecimiento
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sustancialmente, en comparacion con formulaciones existentes. Se determino que el

nitrégeno, en particular, promovia el crecimiento del tejido de tabaco en cultivo.

5.5 Aplicaciones del cultivo in-vitro
El cultivo in-vitro ha ido evolucionando tanto en técnicas que también involucra los

diversos medios, materiales, fitohormonas, nutrientes y complementos que se utilizan hoy
en dia. Actualmente ya contamos con diferentes medios de cultivo, cada uno estandarizado
y con una o varias utilidades en particular. Actualmente en la agrobiotecnologia, la
propagacion in-vitro cuenta con numerosas aplicaciones (Fig. 2) consultar el resumen

general del proceso el esquema anexo como:

« Propagacion masiva de plantas, especialmente para especies de dificil propagacion

por otros métodos, o en vias de extincion.

« Clonacion de individuos de caracteristicas agronémicas muy deseables durante

todo el afo.
« Obtencion de plantas libres de virus.
 Produccioén de semillas sintéticas.

« Conservacion de germoplasma (conjunto de individuos que representan la

variabilidad genética de una poblacion vegetal).
« Obtencion de metabolitos secundarios.

* Produccion de nuevos hibridos.

» Mejora genética de plantas.

+ Germinacion de semillas.

* Produccion de haploides.

« Estudios fisiologicos diversos.
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Figura 2. Algunas aplicaciones del cultivo de tejidos en plantas. A la izquierda, micropropagacion de violeta africana a
partir de trozos de hojas desinfectados e introducidos en condiciones de esterilidad. A la derecha, semillas naturales

formuladas con embriones, Thorpe 1990.

5.6 Organogénesis

La organogénesis, es uno de los principales métodos de regeneracion de plantas, puede
clasificarse en indirecta y directa (Fig. 3). La primera tiene lugar cuando la formacion de
brotes ocurre mediante una fase intermedia de formacion de callos, mientras que la
organogeénesis directa, consiste en la propagacién a partir de explantes, sin fases
intermedias de callo (George, 2008). Este proceso morfogenético se induce artificialmente
por medio de reguladores del crecimiento (RC) también Ilamados fitohormonas.
Generalmente se emplean auxinas como: acido naftalenacético (ANA), acido indolacético
(AlA), 2,4- diclorofenoxiacético (2,4-D) y citocininas como, bencilaminopurina (6-BAP),
zeatina, cinetina y tidiazurén (TDZ) con el objetivo de iniciar la multiplicacion y division
celular, asi como la induccién de brotes, yemas, crecimiento de apices, proliferacion de raiz
y tallo; todo esto en combinacién de las diferentes auxinas con citocininas (Machakova et
al., 2008). La respuesta in-vitro puede variar debido a multiples factores, entre ellos se
considera el contenido enddgeno y la biodisponibilidad de RC, la edad fisiol6gica del

explante, asi como la especie en estudio.
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plonta madre

explanto

Figura 3. Organogénesis directa e indirecta, Mufioz de Malajovich, M. A. 2006.
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5.7 Fitohormonas

Las fitohormonas son sustancias enddgenas bioactivas presentes en las plantas, que
controlan diversos procesos del desarrollo vegetal, éstas se encargan de regular de manera
predominante los fendmenos fisioldgicos de las plantas (Srivastava, 2002). Son conocidos
también como fitorreguladores, estos compuestos organicos se encuentran en pequefias

cantidades y pueden ya sea modificar o inhibir cualquier proceso fisiologico de las plantas.

Las fitohormonas se producen en pequefias cantidades en tejidos vegetales, a diferencia de
las hormonas animales, las cuales son sintetizadas en glandulas. Estas pueden actuar en el
propio tejido donde se generan o bien a largas distancias, utilizando como medio de
transporte los vasos del xilema y floema. Las hormonas vegetales controlan un gran nimero
de procesos, entre ellos el crecimiento de las plantas, la caida de las hojas, la floracion, la
formacion del fruto y la germinacion. Una fitohormona puede intervenir en varios procesos,
y del mismo modo todo proceso estd regulado por la accion de varias fitohormonas que

acttan en conjunto de acuerdo con el proceso fisioldgico (Tabla 5).

En algunos casos, la presencia y accion conjunta de dos fitohormonas, por ejemplo,
auxinas y citocininas, puede inducir y fijar un tipo determinado de expresion morfogénica
de acuerdo con los niveles relativos entre si, o de cada una de ellas, en un tejido y de
acuerdo con su nivel relativo pueden conducir a la formacion de brotes, alternativamente de

raices y/o a la proliferacion de masas celulares (Taiz, et al., 2006).
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Tabla 5. Fitohormona y su funcién en los procesos fisiologicos de la planta.

Fitohormona

Lugar de sintesis

Funcién

(AlA) acido indolacético.
Auxinas (ANA) acido Brotes terminales Crecimiento de los
naftalenacético. de los tallos. tallos por alargamiento
; celular.
(2,4-D) acido
diclorofenoxiacético.
Acido giberélico
Giberilinas GA3 Tallos Germinacién de
semillas.
Cinetina
Citocininas Zeatina Raices Crecimiento de la
- ; planta por
6- Bencilaminopurina multiplicacién celular.
Etileno
Etileno Etefon Frutos Maduracion de frutos.
Acido abscisico | (ABA) acido abscisico Inhibe desarrollo de
. semillas y controla el
Hojas cierre de estomas.

Pérez y Martinez- Laborde, 1994.
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5.8 Semilla artificial

La demanda de tecnologia de la semilla artificial comenzo después del descubrimiento de la
produccion de embriones sométicos en diversas especies de plantas in-vitro. Las semillas
artificiales, que también se conocen con otros nombres como "synseeds”, fueron descritas
por primera vez por Murashige. El defini6 las semillas artificiales como "un solo embrion
somatico encapsulado. La estructura artificial de la semilla imita la de la semilla
convencional, consiste tanto en material de explante, quien simula el embridn cigético en la
semilla convencional, como en la cépsula (agente de gel y materiales adicionales tales
como: nutrientes, reguladores de crecimiento, anti patdgenos, biocontroladores y
biofertilizantes), que emula el endospermo de la semilla convencional como se observa en

la figura 4.

Agentes gelificantes

Elementos nutritivos

o Explantes
(Embrion somatico)

Rezuladorzs de
crecimiento

Material adicional como:
antibioticos o fungicidas.

Figura 4. Concepto de semilla artificial. Descripcion ilustrativa de los elementos basicos que componen a una semilla
artificial. Hail Z.R., et al. 2017.
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Por otro lado, el beneficio mas importante del desarrollo y cultivo con semillas artificiales
ofrece un sistema de regeneracion vegetativa con capacidad de almacenamiento ya sea a
corto o largo plazo. Los cultivos que se utilizan para la produccion de semillas artificiales

se pueden clasificar en dos categorias:

e Aquellos que tienen una alta calidad de embriones somaticos.

e Aquellos con una fuerte base comercial.

5.9 Métodos de encapsulacion y agentes gelificantes

Existen diferentes tipos de agentes gelificantes que se usan para la elaboracion de la semilla
artificial, dentro de ellos tenemos el polioxietileno y los hidrogeles, dentro de los hidrogeles
tenemos el alignato, alginato o &cido alginico y sus sales; se obtiene de las algas pardas,
especies pertenecientes a la familia de las Feoficeas. EI uso de este biopolimero ha
adquirido una gran relevancia, ya que es utilizado en diversos campos, desde la industria
farmacéutica hasta proteccion ambiental (Vicini et al, 2015). Es el mas empleado debido a
sus diversas ventajas: baja toxicidad, bajo costo, rapida gelificacion, disponibilidad y

caracteristicas de biocompatibilidad.

Existen diferentes métodos de encapsulacion basados en la formacion de una sola capa o
doble capa, para ello se recubre el explante o tejido vegetal con solucién de alginato de
sodio al 4% (p/v) hasta que este quede totalmente cubierto, con ayuda de una espatula o
molde obtiene la forma aperlada. Una vez recubierto el explante o tejido vegetal, se
sumerge en una solucién de cloruro de calcio al 1.4 % (p/v) durante 1 a 2 minutos
dependiendo la consistencia que se desee, asi obtendremos una semilla artificial construida
con una sola capa de medio. En caso de que se requiera una semilla de doble capsula, una
vez realizado el primer recubrimiento, se sumerge la perla o capsula en medio MS liquido
durante tres minutos, posteriormente se vuelve a recubrir con la solucion de alginato y se
sumerge en la solucién de cloruro de calcio; de esta manera generamos la semilla de doble

capsula o recubrimiento (figura 5).
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Plantula regenerada in-vitro
Explante obtenido
Exfhﬁte;emgwﬂ ﬂdleu:;m d Solucién de alginato Recubrir el explante en una
i?ou‘;ﬂf} gnato ° de sodio al 4% (w/v). | .| solucion de alginato al 3
—— % (Wiv).

Sumergir 2l explante recubierto 2n Sumnersir en vna solucion Recubrir nuevamente 2l explante v
vna solecion de cloruro de caleio al de cloruro de calcio al swmergirlo =n vna solecion de cloruro de
1 4% o 1.4% (wiv). caleio al 1.4% (wiv).
La semilla artificial elaborada de La semilla artificial La semilla artificial elaborada
una sola capa, se debe lavar de una sola capa, se de doble capa, se debe lavar
con medio. lava con medio. con medio.
Sembrar la semilla artificial Sembrar la semilla artificial
de una sola capa. de doble capa.

7 mm 9 mm

Figura 5. Procedimiento para la elaboracion de una semilla artificial (Saito, E. M. et al, 1997)
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6. Metodologia

6.1 Micropropagacion in-vitro y desinfeccion de semillas de jitomate

Se seleccionaron 25 semillas de jitomate Saladet las cuales se lavaron con agua estéril (el
método de esterilizacion consistié en que todos los materiales y reactivos se encuentre
limpios, desinfectados o esterilizados) para eliminar el resto de fungicida. Las semillas se
depositaron en un vaso de precipitado estéril, donde se agregd una solucion de hipoclorito
al 80% (v/v) hasta cubrirlas completamente durante 10 minutos (esta solucién se preparo
con 40 ml de cloro comercial y 10 ml de agua estéril) y se realizaron 3 enjuagues con agua
esteril para eliminar el excedente de la solucién. Posteriormente se agreg6 etanol al 70%
hasta cubrir totalmente las semillas durante 1 minuto para finalmente permitir su secado,
para lo anterior, con ayuda de pinzas estériles se colocaron en una caja petri con papel filtro

por un tiempo indeterminado hasta lograr su secado total.

Para sembrar se utilizaron tubos con 25 ml de medio s6lido basal Murashige y Skoog (MS)
y con ayuda de pinzas estériles previamente flameadas se sembraron tres semillas por tubo,
todo realizado en campana de bioseguridad tipo A2 Airstream ESCO. Por ultimo, se
incubaron durante 8 dias en condiciones controladas a 27°C en la cdmara de crecimiento de
precision para plantas Thermo Fisher scientific logrando su germinacion. Durante este
periodo se monitore6 diariamente el cultivo para controlar la presencia de patdégenos o
cualquier otro tipo de contaminacion. Lograda la germinacion, las plantulas se llevaron al
cuarto de cultivo con un fotoperiodo crecimiento de 18 hrs de luz y 6 de oscuridad durante

4 semanas, para completar el desarrollo fisiol6gico y obtener plantulas experimentales.
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6.2 Disefio matricial primario

Como se observa en las tablas 6 y 7 se disefiaron dos matrices para evaluar diferentes
fitohormonas, combinaciones y concentraciones requeridas para la formacion de callos en
menor tiempo. Se prepard una solucidn stock por cada fitohormona requerida, en este caso
fueron ANA (acido 1- naftalenacético), Cinetina y 2,4-D (&cido diclorofenoxiacético) a una
concentracion de 1mg/mL. Durante su preparacion se utilizd como disolvente agua estéril
para el caso de ANA y 2,4-D y etanol al 96% para Cinetina, todas fueron esterilizadas
mediante filtracién en campana de bioseguridad tipo A2 Airstream ESCO.

Tabla 6. Disefio matricial para la combinacion de Cinetina y ANA. La secuencia numérica
en el cuerpo de la tabla indica la asignacion experimental para el cultivo.

Cinetina 0.0 uM/L 0.5 uM/L 5.0 uM/L
ANA
0.0 pM/L 1 2 3
0.5 uM/L 4 5 6
5.0 pM/L 7 8 9

Tabla 7. Disefio matricial para la combinacion Cinetina y 2,4-D. La secuencia numérica en
el cuerpo de la tabla indica la asignacion experimental para el cultivo.

Cinetina 0.0 uM/L 0.5 uM/L 5.0 uM/L
24-D
0.0 pM/L 10 11 12
0.5 pM/L 13 14 15
5.0 uM/L 17 16 18
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6.3 Disefio de la matriz experimental

Posteriormente se disefid la matriz experimental para la induccion de callos con explantes
de tallo, hoja y raiz, en el cual se establecieron siete diferentes tratamientos incluyendo a
menos un testigo. Cada tratamiento consistid de seis repeticiones con cinco explantes cada
uno. Se utilizaron las siguientes fitohormonas ANA (acido 1- naftalenacético) y Cinética
con el fin de obtener la combinacion primordial para la induccion de callos friables. Como
se muestra en la tabla 8.

Tabla 8. Disefio matricial para la combinacion de siete tratamientos con ANA y Cinetina.

TRATAMIENTO ANAmg/L KCINETINA REPETICION  EXPLANTES VOLUMEN

mg/L mL
R1 R4

1 0 0 R2 R5 30 300
R3 R6

R1 R4
2 0.5 0 R2 R5 30 300
R3 R6

3 1.0 0 R1 R4
R2 R5 30 300
R3 R6

R1 R4
4 15 0 R2 R5 30 300
R3 R6

R1 R4
5 0.5 0.1 R2 R5 30 300
R3 R6

R1 R4
6 1.0 0.1 R2 R5 30 300
R3 R6

R1 R4
7 15 0.1 R2 R5 30 300
R3 R6
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Con la matriz ya elaborada, se prepard una solucion stock de ANA a 5mg en 100mL de
agua destilada y cinetina a 1.0 mg en 100mL de agua destilada (previamente disuelta en
5mL etanol al 96%), fueron agregadas antes de que el medio se esterilizara. Posteriormente
se calculd las cantidades necesarias para cada uno de los tratamientos, asi como, las
cantidades de sacarosa, phytagel y medio MS en polvo (diferentes volimenes de medio:
300 mL, 150 mL, 100mL y 75mL para cada uno de los tratamientos tabla 10), haciendo uso
de la balanza analitica HR-250AZ con capacidad de 252 g x 0.1 mg y el medidor de pH de
sobremesa Orion Star A211 Thermo Fisher Scientific, para la preparacion del medio
MSX1 vy las soluciones stock de fitohormonas, para su esterilizacion se utilizé la autoclave

vertical marca Yamato.

Tabla 9. Fitohormona y componentes en la preparacion de medio MS 1X para la induccién

de callos.
TRATAMIENTO 300 mL 150 mL 100 mL 75 miL
Cantidad (g)
MS 1.32 0.66 0.44 0.33
SACAROSA 54 2.7 1.8 1.35
PHYTAGEL 0.6 0.3 0.2 0.15
FITOHORMONA Cantidad (mL)
ANA / CINETINA
T1 0/0 0/0 0/0 0/0
T2 3/0 1.5/0 1/0 0.75/0
T3 6/0 3/0 2/0 1.5/0
T4 9/0 45/0 3/0 2.25/0
T5 3/3 15/1.5 1/1 0.75/0.75
T6 6/3 3/1.5 2/1 1.5/0.75
T7 9/3 45/1.5 3/1 2.25/0.75

Logrado el desarrollo adecuado de las plantulas, aproximadamente 30 dias, el material
vegetal fue empleado para obtener explantes de tallos, hojas y raices los cuales fueron
tratados para su desinfeccion y sembrados en condiciones de esterilidad en las diferentes

condiciones de fitohormonas como ya se presento en las tablas 6 a 9.
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6.4 Siembra de explantes

La siembra se realiz6 en condiciones asépticas en campana de bioseguridad tipo A2
Airstream ESCO, empleando papel filtro, mechero, pinzas, etanol al 70%, bolsa para
desechos, balanza analitica, bisturi, agua MQ, cajas Petri con papel filtro y encendedor. Las
cajas Petri individualmente, sin explantes, fueron pesadas y sobre otra caja petri de vidrio
se realizaron los cortes de explantes, la cual fue desinfectada previamente con etanol. Con
todo el material esterilizado mediante flameo y apoyado principalmente de pinzas de
diseccion y bisturi se tomaron cuidadosamente tejidos de raiz, hojas y tallos, sin lastimar la
raiz; los tejidos fueron depositados sobre un papel filtro contenido en una caja Petri la cual
se mantuvo cerrada para evitar que los tejidos se deshidrataran. Los tejidos fueron
seccionados en cortes longitudinales y transversales sobre un soporte de vidrio y con ayuda
de pinzas y bisturi en cortes de aproximadamente 0.3 mm usando un papel milimétrico. Se
colocaron al menos cinco explantes de cada tipo de corte y tejido por caja los cuales fueron
orientados de tal manera que el corte se mantuviera en contacto con el medio MS 1X.
Como variable de control se registrd el peso neto de todo el tejido colocado por placa de
cultivo. Todos los explantes se obtuvieron de plantulas propagadas in-vitro, por lo que no
fue necesario su tratamiento antimicrobiano previo, caso contrario cuando los explantes se
generaron de cultivos en macetas. Finalmente, todos los cultivos fueron incubados en la
camara de crecimiento de precision para plantas Thermo Fisher scientific a un régimen de

temperatura de 23 °C y un ciclo continuo de 24 horas de oscuridad.

Durante todo el periodo de incubacion, diariamente se monitorearon los explantes para
regular el desarrollo de microorganismos contaminantes, en caso de ser asi, se procedio a
los pases de tejidos a nuevas placas de medio MS para rescatar la mayoria de los tejidos.
Despues de tres semanas de desarrollo, se realizo la evaluacion mediante un conteo de
aquellos explantes que generaron callos para obtener un porcentaje de induccion. La
segunda evaluacion se realizé dos semanas después de la primera evaluacion, igualmente se

registro el porcentaje de induccion de callo soportado con el registro mediante imagenes
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macro y microscopicas de cada tratamiento empleando una microcamara Motic 3M

acoplada a un esteromicroscopio triocular (Motic).

6.5 Diseflo experimental para brotacion

Se prepararon 120 mL medio MS con fitohormona iniciadora de brotacion, se utilizd6 BAP

(6- bencilaminopurina) de acuerdo a la matriz que se muestra a continuacion (tabla 10)

Tabla 10. Matriz experimental para brotacién. Cantidad de fitohormona para 60 mL de
medio MS.

Cantidad de fitohormona para 60 mL de medio MS

1.0 mg/L 1.5 mg/L 2.0 mg/L

Preparados los medios, se colocaron de dos a cuatro callos friables previamente
seleccionados. Se prepard la campana de bioseguridad tipo A2 Airstream ESCO con la
disponibilidad de mechero, pinzas, etanol al 70%, bolsa para basura, bisturi, agua MQ,
cajas Petri estériles con papel filtro y encendedor. Con la precaucion de desinfectar todo
material que tenga contacto directo con las células vegetales. Preparado el medio de
brotacion se colocaron los callos seleccionados y las placas se incubaron en una camara de
precision para crecimiento de plantas Thermo Fisher scientific en ciclos programados de
23°C y 16°C, dia noche respectivamente, y un régimen de fotoperiodo de 16-8 horas luz

oscuridad.
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6.6 Formulacion y elaboracion de semilla artificial

Se disefid una matriz con diferentes concentraciones de alginato y cloruro de calcio
aplicados a tres diferentes temperaturas de prueba para su preservacion 24-26 °C, 4 °C y -80
°C; a la formulacion se adicion6 criopreservadores como glicerol 1.62 M y sacarosa 0.32M.
para cada temperatura a menos se probaron cuatro semillas artificiales de las diferentes
concentraciones de alginato y cloruro de calcio. Posteriormente se preparé 100 mL de
medio MS liquido, en campana previamente estéril se cortaron 54 explantes de plantula
germinada bajo condiciones in vitro, estos se depositaron en una caja Petri con agua estéril
que fueron empleados para la capsulacion y moldeado. Se utilizaron tres diferentes moldes
de capsulas de farmacos los cuales se lavaron y desinfectaron en una solucién de cloro al
80% (v/v/); después de enjuagar se dejaron secar por completo en un horno/incubadora
Riossa E-41 a 55 °C durante 40 minutos o por el tiempo necesario. Durante el tiempo de
espera se prepararon las diferentes concentraciones de alginato utilizando agua estéril y

medio MS 0.5 X como diluyente de acuerdo con la siguiente tabla 11.

Tabla 11. Formulacion de las semillas artificiales.

Reactivo Concentracion
Alginato de calcio 3% 4% 5%
Diluyente Agua estéril
Cloruro de calcio 1.4% 1.4% 1.5%
Diluyente Medio MS 0.5 X

Para las semillas a temperatura ambiente, cada molde se rellené con alginato, después se
colocé un explante por capsula y se agregd 1 mL de cloruro de calcio durante 10 minutos.
En el caso de los moldes para las temperaturas de 4 °C y -80 °C se agreg6 glicerol, sacarosa

y el explante al inicio y, por Gltimo, se rellend con alginato y se agreg6é 1 mL de cloruro de
44



calcio durante 10 minutos. Finalmente se guardaron 4 semillas formuladas por cada
concentracion de alginato en bolsas herméticas medianas de 20.3 cm x 17.8 cm,
previamente expuestas a luz UV durante 20 minutos, de acuerdo a cada temperatura de
conservacion. Se evalud la presencia de contaminacion, respuesta del explante y mejor
temperatura de almacenamiento después de un periodo de sesenta dias de almacenamiento.

6.7 Analisis estadisticos

Los datos obtenidos del disefio de la matriz experimental fueron analizados a traves de un
andlisis de varianza (ANOVA) con un arreglo factorial y una prueba de comparacién de
medias de Duncan, con un valor de significancia del 5%, utilizando el software de analisis
estadistico (SAS) para determinar si los tratamientos son significativos y por medio de la

comparacion de medias saber cudl es el mejor para la induccion de callo.

6.8 Captura y analisis de imagenes

Todas las imagenes fueron tomadas con apoyo de un microscopio trinocular estero (Motic
SMZ 171) complementado con una micro camara (motic 3M) a un aumento de 10X. Las
fotos tomas fueron analizadas en primera instancia con el software Motic Image Plus, para
un andlisis confirmativo con el software Image G, tanto del disefio matricial primario como

el disefio de la matriz experimental.
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7. Resultados

7.1 Disefio matricial primario

De acuerdo a la matriz disefiada, la combinacion de fitohormona de Cinetina con ANA a
una concentracién de 5.0 uM/L-0.0 pM/L de generd callos friables con un perimetro
promedio de 36.17 mm y un area de 46.48 mm? a los treinta dias. Las condiciones propias
del cultivo nos permitieron mantener las células hasta por sesenta dias, al final de dicho
periodo los callos friables (Figura 6) presentaron 65.9 mm en su perimetro y un area de
241 mm?2. La combinacion de Cinetina con 2,4-D ANA a una concentracién de 5.0 puM/L-

0.5 uUM/L generd un crecimiento tardio de un periodo de 60 dias con un perimetro de
23.665 mm y un area de 29.0415 mm? (Figura 7) a diferencia de las fitohormonas
anteriores; por lo que se optd utilizar la combinacién de Cinetina con ANA para la

induccidn de callo (consultar las combinaciones en la tabla 1 de anexos).

’ )
F

N, AF

. . . Figura 7. Callo friable obtenido de la
Figura 6. Callo friable obtenido de la combinacion de 2,4-D/ Cinetina., a un
combinacion de ANA/ Cinetina, a un enfoque de 10X.

enfoque de 10X.
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7.2 Diseino experimental

8.2.1 Resultados estadisticos del ANOVA y método de Duncan para induccion de
callo en tallo.

De acuerdo con el andlisis de varianza (tabla 12) se obtuvo un valor de F de 83.92 con una
significancia de <0.0001, lo que indica que nuestro experimento fue bien establecido y

existen diferencias significativas con un 99% de confianza entre los tratamientos.

Tabla 12. Analisis de varianza de un factor obtenido de los diferentes tratamientos para
induccion de callo en tallo.

FUENTE DF Suma de Cuadrado F- valor
cuadrados de la media
Modelo 6 37253.085 6208.847 83.92 <0.0001
Error 28 2071.600 73.985
Total 34 39324.685
correcto

Sin embargo, también se realizé una comparacién de multiples medias mediante el uso del
método de Duncan, para poder evaluar que tratamiento es mas efectivo y que concentracion
es la adecuada para llevar a cabo la induccién de callo en cada uno de los diferentes ex
plantes utilizados: tallo, hoja y raiz. Por lo que cada explante tiene representado mediante
tablas su anélisis de varianza para determinar si es significativo o no lo es y para determinar
que tratamiento puede utilizarse para la induccion de callo como se muestra en las tablas
12-17.
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Tabla 13. Prueba de comparacion de multiples medias de siete diferentes tratamientos para
la induccidn de callo en tallos.

MEDIA % No. DE TRATAMIENTO

REPETICIONES

A 97.400 5 5
A 96.000 5 4
A 94.600 5 6
A 92.200 5 2
A 84.400 5 7
A 86.600 5 3
B 0.0000 5 1

La prueba de medias obtenida por el método de Duncan (tabla 13) indica que el tratamiento
cinco que contiene 0.5 mg/L de ANA y 0.1 mg/L de Cinetina fue superior al resto de los
tratamientos con un 97.4% de produccion de callo. Por lo que el tratamiento cinco es el

adecuado para la induccion y obtencion de callo friable en tallo.

8.2.2 Resultados estadisticos del ANOVA y método de Duncan para induccion de
callo en hojas.

De acuerdo con el analisis de varianza (tabla 14) se obtuvo un valor de F de 208.25 con una
significancia de <.0001, lo que indica que nuestro experimento fue bien establecido y

existen diferencias significativas con un 99% de confianza entre los tratamientos.
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Tabla 14. Anélisis de varianza de un factor obtenido de los diferentes tratamientos para
induccidn de callo en hojas.

FUENTE DF Suma de Cuadrado de F-valor Pr >F
cuadrados la media
Modelo 6 34557.487 5759.580 208.25 <.0001
Error 28 774.400 27.657
Total 34 35331.885
correcto

Tabla 15. Prueba de comparacion de multiples medias de siete diferentes tratamientos para
la induccion de callo en hojas.

GRUPO MEDIA % No. DE TRATAMIENTO
REPETICIONES
A 100.000 5 5
A 100.000 5 6
A 100.000 5 7
BA 94.600 5 2
BC 90.800 5 4
C 86.600 5 3
D 6.600 5) 1




La prueba de medias obtenida por el método de Duncan (tabla 15) indica que el tratamiento
cinco que contiene 0.5 mg/L de ANA y 0.1 mg/L de Cinetina fue superior al resto de los
tratamientos con un 100% de produccion de callo. Por lo que el tratamiento cinco es el
adecuado para la induccion y obtencién de callo friable en hoja. Sin embargo, el
tratamiento dos y cuatro que tiene en su agrupamiento la combinacion de dos letras BC y
BA nos indica que al aplicar cualquier dosis de estos tratamientos diferentes obtendremos

los mismos resultados para la induccién de callos friable.

8.2.3 Resultados estadisticos del ANOVA y método de Duncan para induccion de
callo en raiz.

Tabla 16. Analisis de varianza de un factor obtenido de los diferentes tratamientos para
induccion de callo en raiz.

FUENTE DF Suma de Cuadrado F- valor Pr >F
cuadrados dela
media
Modelo 6 32241.885 5373.647 34.25 <.0001
Error 28 4392.800 156.885
Total 34 36634.685
correcto

De acuerdo con el andlisis de varianza (tablal6) se obtuvo un valor de F de 34.25 con una
significancia de <.0001, lo que indica que nuestro experimento fue bien establecido y

existen diferencias significativas con un 99% de confianza entre los tratamientos.
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Tabla 17. Prueba de comparacion de multiples medias de siete diferentes tratamientos para
la induccidn de callo en raiz.

MEDIA % No. DE TRATAMIENTO
REPETICIONES
A 92.000 5 6
A 80.000 5 7
B 44.200 5 4
CB 32.000 5 5
CB 28.000 5 3
C 21.000 5 2
D 0.000 5 1

La prueba de medias obtenida por el método de Duncan (tabla 17) indica que el tratamiento
seis que contiene 1.0 mg/L de ANA y 0.1 mg/L de Cinetina fue superior al resto de los
tratamientos con un 92% de produccién de callo. Por lo que el tratamiento seis es el
adecuado para la induccidn y obtencidn de callo friable en raiz. Sin embargo, el tratamiento
cinco y tres que tiene en su agrupamiento la combinacién de dos letras CB y CB nos indica
que al aplicar cualquier dosis de estos tratamientos diferentes obtendremos los mismos

resultados para la inducciédn de callos friable.

En la tabla 18 se presentan las fotografias tomadas de los callos obtenidos de los diferentes

tratamientos y explantes utilizados.
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Tabla 18. Parte 1.- Callos friables obtenidos con los diferentes tratamientos y explantes con
10X de aumentos.

TRATAMIENTO TALLO HOJA RAIZ

T1

T2

T3
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Tabla 18. Parte 2.- Callos friables obtenidos con los diferentes tratamientos y explantes con
10X de aumentos.

TRATAMIENTO TALLO HOJA RAIZ

T4

T5

6

T7
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8. Disefio experimental para brotacion

Las respuestas obtenidas hasta el momento durante el disefio experimental para brotacion se
pueden observar en la figura 8. La Unica concentracidn con una respuesta hasta el momento
fue de 1.5 mg de BAP durante un periodo de treinta dias. Actualmente nos encontramos

dando seguimiento a esta parte de la investigacion.

Figura 6. Brotacion obtenida a partir de callo con una concentracion de 1.5 mg de BAP.

Como se puede apreciar con la imagen preliminar presentada en la figura anterior, los
indicios de brotacion para lograr la organogénesis indirecta completa de las plantas de
jitomate deberan de seguir experimentando, ya que la friabilidad dele brote presentado no
tiene las caracteristicas ideales esperadas. Por lo anterior se deberd atender un disefio
experimental mas amplio que abarque diferentes tipos y mayores margenes en las
concentraciones de las fitohormonas. Asi como la respuesta con los callos generados a

partir de diferentes explantes.
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9.

10. Formulacion y elaboracién de semilla artificial

Al concluir los sesenta dias de almacenamiento se evaluaron tres parametros: ausencia de
contaminacion, respuesta y calidad del explante. Las semillas almacenadas a temperatura
ambiente (Fig. 9) presentaron contaminacion durante la primera semana de ser formuladas.
Las semillas almacenadas bajo condiciones de temperatura de -4 °C (Fig. 10) presentaron
contaminacion a los veinte dias, por lo que estas dos condiciones de almacenamiento se
descartaron. Las semillas almacenadas a -80 °C no presentaron contaminacion después de
sesenta dias, el explante se mantuvo sin ninguna respuesta de crecimiento, desarrollo y
tampoco de necrosis, manteniéndose en perfecto estado fisiolégico con una coloracion de
células viables. La mejor condicién de almacenamiento fue a -80 °C (Fig. 11), la mejor
formulacién de alginato seleccionada fue la de 4% ya que su manipulacién fue mejor que la
concentracion de 5% y su consistencia fue mejor que la concentracion de 3% ya que se

diluye demasiado cuando se agrega glicerol y sacarosa.

Figura 7. Semillas artificiales contaminadas bajo condicién de almacenamiento de 24 °C.
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Figura 8. Semillas artificiales contaminadas bajo condicion de almacenamiento de -4 °C.

Figura 9. A) Semillas artificiales bajo condicion de almacenamiento de -80 °C. B) semilla artificial

con explantes en perfectas condiciones.
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Con estos ensayos de puede apreciar que se logro nuestro primer objetivo, estandarizar y
seleccionar la mejor formulacién de la semilla artificial. Aunque ahora el reto estara
enfocado en la tecnificacion y mecanizacion para lograr semillas de buena presentacion,
con una forma uniforme y tamafio uniforme de acuerdo al tamafio del explante, el cual
también deberd ser preseleccionado. También debera de prestar tiempo experimental para la
encapsulacion de células en suspension que sustituyan a los explantes, asi mismo evaluar
las respuestas de regeneracion, crecimiento, fisiologia y todo el ciclo de vida de la planta
regenerada sin dejar a un lado el rendimiento y valor nutricional en sus frutos. Una vez
estandarizados dichos parametros, se proyectard dichas condiciones a la formacion de
semillas artificiales de plantas varias en riesgo de extincion para la generacion de un banco

de especies vulnerables a diversos factores o condiciones ambientales.
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11.Conclusiones

La culminacion del trabajo nos permite formular las concusiones siguientes. La
combinacion de ANA vy cinetina fue la adecuada para llevar a cabo la induccion de callo
desarrollado en el menor tiempo posible, por lo cual se recomienda utilizar dicha

combinacion.

En el caso de nuestros resultados de la matriz experimental se puede concluir que todos los
tratamientos fueron significativos, sin embargo, para la induccién de callo a partir de hojas
y tallos, para la combinacion seleccionada se sugiere trabajar a la concentracion de 0.5 mg/I
de ANA con 0.1 mg/L de Cinetina siendo esta la misma para tallos y hojas, con un

porcentaje en resultados del 97.4% al 100%, respectivamente.

Para a induccion de callo a partir de explantes de raiz, la generacion se logré con una
combinacion diferente de 1.0 mg/L de ANA mas 0.1 mg/L de Cinetina. Esta combinacion a
una concentracion mayor de ANA, es debido a que la raiz como tal, es un explante que

tiene en menor presencia las fitohormonas a comparacion de hoja y tallo.

Para la induccion de brotacion, con la concentracién y combinacion experimental solo se
logré la regeneracion de una pequefia induccién, pero no el desarrollo de una brotacion
como tal. Por lo que se recomienda experimentar con otras concentraciones 0 agregar otros

nutrientes en la preparacién del medio de encapsulacion.

La mejor concentracion a utilizar de alginato para la elaboracion de las semillas artificiales
fue del 4%, esta concentracion permitié una facil y mejor preparacion del alginato, asi
como, una consistencia uniforme de la semilla. La temperatura de -80 °C fue la de mejor
condicion para la preservacion, teniendo en cuenta que solo permite mantener el tejido en buenas
condiciones junto con los crio preservadores durante un periodo de sesenta dias, posteriormente, el

tejido comienza a deteriorarse.
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13.Anexos

12.1 Tabla Al de la matriz primaria

Caja 4 concentracién: 0.5 pM/L ANA/ Cinetina 0.0 uM/L

Tallo Medidas Callo desarrollado durante 2
meses

Tallo1 Perimetro: 39.27 mm Perimetro: 39.27 mm

Area: 80.14 mmz? Area: 80.14 mm?

Perimetro: 40.96 mm Perimetro: 7.34 mm

Tallo 2 Area: 2
Area: 66.6 mm Area: 3.09 mm2
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12.1.2 Continuacion de la tabla Al de la matriz primaria

Caja 7 concentracién: 5.0 uM/L ANA/ Cinetina 0.0 pM/L

Medidas

Perimetro: de 36.17mm

Area: 46.48 mm?

Callo desarrollado durante 2
meses

Perimetro: 5.49 mm

Area: 1.9 mm2

Tallo1

Perimetro: 37.34 mm

Area: 34.96 mm?

Perimetro: 4.35 mm

Area: 1.21 mm2
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12.1.3 Continuacién de la tabla Al de la matriz primaria

Caja 16 concentracién: 5.0 uM/L ANA/ Cinetina 0.5 pM/L Callo
desarrollado

durante 2 meses

MEDIDAS

P A
No se desarrollo

el callo

Hoja 1 Perimetro: 35.18 mmy 8.54 mm

Area: 52.66 mm2y 4.62 mm?

No se desarrollo
el callo

Perimetro: 38.14 mm

Area: 63.53 mm?
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12.2 Diagrama de Micropropagacion in-vitro de semillas de jitomate saladet.

J

/‘

Se desinfectaron con
una solucion
hipoclorito al 80% (v/v)
y etanol al 70% (v/v).

—
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12.3. Esquema general de las diversas rutas del cultivo in- vitro que van desde la toma de explantes hasta la regeneracion de nuevas

plantas. tomada de Altman A., Hasegawua P. 1999.




