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RESUMEN

La investigacion se realizé en el Laboratorio de Cultivos de Tejidos Vegetales de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Panama en Chiriqui desde
marzo de 2022 hasta febrero de 2023.

El estudio se fundamento en evaluar la calidad de la respuesta a la induccion de callos
de dos variedades de tomate (Rio Grande y Padano) y dos especies solanaceas
silvestres (S. torvum y S. sessiliflorum) con 11 combinaciones de ANA y BAP en el
medio de cultivo Murashige & Skoog. Se utilizo un disefio de tratamientos
completamente al azar con arreglo bifactorial de 4 Genotipos vs 11 Medios de cultivos
(44 tratamientos factoriales) y 7 repeticiones que generaron 308 unidades
experimentales. Se evaluaron 6 variables de respuestas: Peso Fresco del Callo,
Diametro del Callo, Respuesta a la Induccion de Callos, Respuesta a la Generacion
de Raices Adventicias, Tipo de Callo y Tonalidad (Color) del Callo.

Las semillas de los genotipos, luego de ser desinfectadas y embebidas en una
solucion de 500 mg/L GA3, se cultivaron In vitro en un medio de cultivo Murashige &
Skoog sin reguladores de crecimiento. En la etapa induccién de callos se cultivaron
In vitro explantes de 0.5 cm x 0.5 cm procedentes de la hoja de plantulas de 30-35
DDS. A los 40 dias se hicieron la toma de los datos.

Los resultados reflejaron respuestas variables para los factores Genotipos y Medios
de Cultivos. Los mayores pesos frescos y diametros promedios el mayor peso fresco
y diametro del callo se obtuvo en S. lycopersicum var. Rio Grande con 1 mg/L de
BAP- 0.2 mg/L ANA (M6), se presentd en un 47.71 % una respuesta buena a alta a
la induccion de callos, se logré suprimir la generacion de raices adventicias en un
72.72 % de los tratamientos. Igualmente, en un 25 % de los tratamientos se obtuvieron
callos friables y en un 64 % callos de tonalidad clara.

Para la obtencion de callos friables con baja presencia de raices adventicias se
recomiendan para los genotipos, S. lycopersicum var. Rio Grande y S. sessiliflorum.
los medios de cultivos M6, M8 y M11. Para S. torvum se sugiere del medio M10.
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ABSTRACT

The research was carried out in Plant Tissue Culture Laboratory of Faculty of Agriculture
sciences of the University of Panama in Chiriqui from March 2022 to February 2023.

The study was based on evaluating the quality of response to callus induction of two
varieties of tomatoes (Rio Grande y Padano) and two wild solanaceous species (S. torvum
y S. sessiliflorum) with 11 combinations of NAA and BAP in the Murashige & Skoog culture
medium. A completely randomized treatment design was used with a bifactorial
arrangement of 4 genotypes vs 11 Culture media (44 factorial treatments) and 7 repetitions
that generated 308 experimental units. Six response variables were evaluated: Callus
Fresh Weight, Callus Diameter, Callus Induction Response, Response to Cordless Root
Generation, Callus Type and Callus Coloration.

The seeds of the genotypes, after being disinfected and embedded in a with 500 mg/L
GAS3, were cultivated In vitro in a Murashige & Skoog without growth regulators. In the
callus induction stage explants of 0.5 cm x 0.5 cm from the leaves of seedlings of 30-35
DDS were cultivated In vitro. At 40 days the data was taken.

The results reflected variable responses for the Genotypes factor. The highest fresh
weights and callus diameters were obtained in S. lycopersicum var. Rio Grande with 1
mg/L de BAP- 0.2 mg/L NAA, a good to high response to callus induction was presented
in 47.71, in was possible to suppress the generation of adventitious roots in 72.72 % of
treatments, friable callus was obtained 25 % and light-toned callus 64 %.

To obtain friable calluses with low presence of adventitious roots, the genotypes S.
lycopersicum var. Rio Grande and S. sessiliflorum, the culture media M6, M8 y M11 is
recommended. In the S. torvum specie, the culture medium M10 is suggested.
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INTRODUCCION

El genero Solanum L., posee una amplia diversidad de especies que van desde
pequefias hierbas hasta arboles, con predominancia del habito arbustivo. Donde
el tomate, Solanum lycopersicum L., es una hortaliza importante, de alta
produccion y consumo en el mundo, su fruto es una baya que forma parte de la
dieta alimenticia de las personas por su sabor y alto valor nutritivo, y conteniendo

cantidades considerables de vitaminas y minerales.

A nivel del subgenero Leptostemonum, se encuentran especies con espinas como
Solanum sessiliforum Dunal, y Solanum torvum Sw., ambas especies de caracter
silvestre y endémico, donde la primera es mas domesticadas y conocida, en las

zonas tropicas (Orozco et al. 2008).

Muchas de las solanaceas de importancia econdmica se ven afectadas por una
enfermedad bacteriana conocida como marchitez bacteriana causada por
Ralstonia solanacearum Smith, provocando pérdidas econdémicas considerables

a la produccion agricola (Guerra Murillo et al. 2016).

Para Poehlman y Allen, (2003), el cultivo In vitro de células y tejidos comprende
una gama de técnicas que permiten regenerar plantas completas a partir de tejidos
embrionarios, fragmentos de tejido, callos, células aisladas o protoplastos (citado

por Botero-Giraldo et al. 2011).



Es necesario establecer y dominar protocolos de induccion de callos friables para
la manipulacion directa de las células para el aislamiento de protoplastos y su
posterior fusion, acelerando los procesos de manipulacion genética de especies

de interés agronémico.

Los callos friables y en constante division celular los hacen util para la
manipulacion genética. Ademas, sirven de herramientas experimentales Unicas en
investigaciones, como lo es el aislamiento y fusion de protoplastos para obtener

hibridos (Zsabados, 1991).

El potencial de las técnicas de cultivo In vitro es la utilidad para el mejoramiento
de plantas a través de la manipulacion genética con métodos tales como la
hibridacién somatica, transformacion de plantas o transferencia directa de genes

y la seleccion in vitro (Botero-Giraldo et al. 2011).



1.1. Planteamiento de problema

La escasa y pobre existencia de materiales de S. lycopersicum L., con genes de
resistencia a patégenos, requiere la busqueda y uso de materiales emparentados
con caracteristicas potenciales para la mejora no solo del cultivo del tomate sino

también de solanaceas de importancia agricola en el pais.

La incompatibilidad interespecifica de S. lycopersicum L., con especies rusticas y
silvestres como lo son S. sessiliflorum Dunal y S. torvum Sw., para realizar cruces
entre estas, y la posibilidad de generar y obtener hibridos con caracteristicas de
resistencia a la bacteria y sus variantes causante de la marchitez bacteriana, exige
la basqueda y el uso de técnicas que permitan tal proceso con resultados

positivos.

La falta de informaciéon de utilidad basica con los genotipos mencionados y
existentes en el pais con respecto al tema, que aceleren el proceso de
manipulacion genética es muy escasa y que amerita la investigacion de temas

relacionados y de importancia para la mejora genética de solanaceas en Panama.



1.2. Antecedentes

Se ha identificado que Solanum torvum Sw., y Solanum sessiliflorum Dunal., de la
familia Solanaceae, son especies rusticas y silvestres que estdn emparentadas
con el tomate (Solanum lycopersicum L.), que tienen mdultiples caracteristicas de
resistencia al estrés biologico y abidtico (Bagnaresi et al., 2013; Gousset et al.,

2005, & citado por Feng et al. 2017).

Segun Kumar et al. (2019) y Musa (2021), los injertos de berenjena (Solanum
melongena L.) sobre friegaplatos (Solanum torvum Sw.) proporcionan una mejor
supervivencia de las plantas durante periodos criticos en la temporada lluviosa,
aumenta el vigor, la fructificacion y menos ataque de barrenadores, prolongado la

etapa de produccion del cultivo y mayor ganancia en el rendimiento.



1.3. Justificacion

El tomate, Solanum lycopersicum L., posee una base genética reducida y que, en
sus parientes silvestres, como el friegaplatos (Solanum torvum Sw.) y la naranijilla
(Solanum sessiliflorum Dunal), endémicos de la regidén existe una fuente de
variacion genética solida y fuerte, de gran importancia para el mejoramiento de

variedades cultivadas.

Los sistemas de regeneracion se han establecido con éxito en muchas variedades
de Solanum L. Sin embargo, en comparacion con plantas del mismo género, la
frecuencia de diferenciacidon de callos de S. torvum, es aun relativamente baja, y
no existe un sistema estable de regeneracién de plantas de esta especie para la

transformacion genética de S. torvum

Para Poehlman y Allen, (2003) la micropropagacion provee la produccion a gran
escala de genotipos heterocigoticos, genotipos autoincompatibles, un progenitor
gue presente esterilidad masculina en un programa de mejoramiento genético, la
propagacion de material fitogenético libre de enfermedades y conservacion e

intercambio de germoplasma (citado por Botero-Giraldo et al. 2011).

La falta de protocolos establecidos de induccién de callos friables en los genotipos
en estudio para su posterior uso en el aislamiento y fusién de protoplastos, hace
plausible generar protocolos selectivos de las técnicas de cultivo In vitro, para
construir hibridos somaticos a partir de solanaceas cultivables y las especies

como S. sessiliflorum y S. torvum.



1.4.

Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Evaluar la calidad de respuesta a la induccion de callos de cuatro
solanaceas, Solanum lycopersicum L. var. Rio Grande, Solanum
lycopersicum L. var. Padano, Solanum torvum Swartz y Solanum
sessiliflorum Dunal, con diferentes combinaciones de acido 1-
naftalenacético y 6-bencilaminopurina en el medio de cultivo Murashige &

Skoog.

1.4.2. Objetivos especificos

Determinar la respuesta de los genotipos, Solanum lycopersicum L. var.
Rio Grande, Solanum lycopersicum L. var. Padano, Solanum torvum
Swartz y Solanum sessiliflorum Dunal, a la induccién de callos utilizando
11 combinaciones de &acido 1-naftalenacético y 6-bencilaminopurina en el
medio de cultivo Murashige & Skoog.

Valorar el efecto de la calidad de la respuesta a la induccién de callos de
los factores Genotipo y Medios de Cultivos utilizando 11 combinaciones de
acido 1l-naftalenacético y 6-bencilaminopurina en el medio de cultivo
Murashige & Skoog.

Describir los efectos de las interacciones bifactoriales Genotipos vs Medios

de cultivos a la calidad de respuesta a la induccion de callos.



1.5. Hipotesis

Hipotesis (0): No existen diferencias significativas en las variables de respuestas
para la induccién de callos en los genotipos Solanum lycopersicum L. var. Rio
Grande, Solanum lycopersicum L. var. Padano, Solanum torvum Swartz y
Solanum sessiliflorum Dunal utilizando 11 combinaciones de &cido 1-

naftalenacético y 6-bencilaminopurina en el medio de cultivo Murashige & Skoog.

Hipdtesis (a): Existen diferencias significativas en las variables de respuestas
para la induccién de callos en los genotipos Solanum lycopersicum L. var. Rio
Grande, Solanum lycopersicum L. var. Padano, Solanum torvum Swartz y
Solanum sessiliflorum Dunal utilizando 11 combinaciones de &cido 1-

naftalenacético y 6-bencilaminopurina en el medio de cultivo Murashige & Skoog.



1.6. Alcancesy Limitaciones
La falta de informacion que acelere los proyectos de mejoramiento, propone
desarrollar protocolos eficientes y reproducibles de técnicas de cultivo in vitro de

explantes de S. sessiliflorum Dunal y S. torvum Sw.

El potencial de aplicacion de las técnicas de cultivo de tejidos para la generacion
de una nueva variante genética y su utilizacion en los programas de mejoramiento
para la induccion de tolerancia o resistencia mediante los métodos in vitro en las
variedades comerciales, es una alternativa promisoria, debido a las dificultades
para transferir caracteres de otras variedades, por los métodos convencionales de

mejoramiento genético.

Muchos sistemas de cultivo In vitro con diferentes niveles de complejidad pueden
ser usados como base de una seleccion in vitro y la eleccion dependera de la
estrategia de seleccién que sera aplicada y la capacidad de los cultivos para ser

manipulados. (Capote et al. 2003).

La produccion de callos a partir de técnicas de cultivo in vitro podra ser util en los
futuros planes de mejoramiento genético del tomate y solanaceas de importancia

en pais.



I REVISION LITERARIA

2.1. Eltomate, Solanum lycopersicum L.

El tomate es una planta perenne de tipo arbustivo que se cultiva como planta
anual. En cuanto a la morfologia de la planta, puede ser de tipo rastrero, semi-
erecta o erecta, existiendo dos tipos de plantas: determinadas e indeterminadas.

(Saavedra De Real, 2012)

Segun Chamarro, (2001), la planta de tomate se desarrolla bien en un amplio
rango de condiciones ambientales, latitudes, tipos de suelos, temperaturas y es
moderadamente tolerante a la salinidad, pero prefiere ambientes calidos, con
buena iluminacién y suelos con buen drenaje. Temperaturas ideales para su
desarrollo vegetativo estan entre 25 y 30° C, el cultivo requiere una temperatura
minima de 12° C para un correcto desarrollo, aunque soporta temperaturas mas
bajas durante breves periodos de tiempo. El pH ideal para su mejor crecimiento

esta entre 6-6.5. (Citado por Saavedra De Real, 2012)



CUADRO I. CLASIFICACION TAXONOMICA PARA EL TOMATE, Solanum
lycopersicum L.

Reino Plantae

Division Spermatophyta
Subdivision Magnoliophytina
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales

Familia Solanaceae
Genero Solanum L.
Especie S. lycopersicum L.
(GBIF, 2022)

2.1.1. Morfologia de la Planta. (Saavedra De Real, 2012)

El sistema radicular: presenta una raiz principal pivotante, la cual alcanza
aproximadamente a 60 centimetros de profundidad, produce raices adventicias y

ramificaciones que pueden formar una masa densa con bastante volumen.

El tallo: es erguido durante los primeros estados de desarrollo, pero se tuerce
debido al peso en el caso de plantas de crecimiento determinado, aunque en
plantas indeterminadas estd dado por el manejo de poda y conduccién dado
durante su crecimiento. La superficie es angulosa, provista de pelos agudos o

tricomas y glandulas que desprenden un liquido de aroma muy caracteristico.
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Las hojas: son compuestas, insertdndose en los nudos en forma alterna. Ellimbo
puede tener de siete a once foliolos, y al igual que los tallos poseen glandulas

secretoras arométicas.

La flor: es perfecta, regular e hipogina, los sépalos, pétalos y estambres estan
insertos en el receptaculo por debajo del gineceo (ovario supero), tiene cinco o
mas seépalos e igual numero de pétalos de color amarillo y dispuestos
helicoidalmente a intervalos de 135°. Igual nimero de estambres soldados que
se alternan con los pétalos y forman un cono estaminal que envuelve al gineceo.
El ovario puede ser bi o plurilocular, que da origen a un fruto o baya bi o plurilocular

constituida por el pericarpio.

Las flores: se ordenan en inflorescencias de tipo racimo simple, cima unipara,
cima bipara y cima multipara, pudiendo llegar a tener hasta 50 flores por
inflorescencia. En el caso de tomate para agroindustria, la mayoria de las
variedades usadas son de tipo determinadas con inflorescencia cima unipara,
mientras que, para consumo fresco para invernadero, son de tipo indeterminadas

con inflorescencia en racimo simple.

La semilla: es de forma oval aplastada de color grisaceo, cubierta de

vellosidades, de unos 3 a 5 milimetros de tamairio.

2.1.2. Solanum lycopersicum L. var. Rio Grande

11



Es una variedad de tomate de tipo rastrero, crecimiento determinado destinado
principalmente para hacer conserva, aunque puede usarse también para comer
en fresco. Frutos alargados cilindricos, firmes con mucha pulpa y buen sabor.

(Prodac, 1992)

2.1.3. Solanum lycopersicum L. var. Padano

Esta variedad es de uso industrial, actualmente muy utilizada por los productores
ya que esta presenta una buena caracteristica o vida de anaquel, posee altura
intermedia, follaje denso, fruto ovalado. (Jimenez-Martinez, Gutiérrez, &

Gonzalez, 2010)

2.1.4. El cultivo de tomate en Panaméa

La produccion de tomate industrial en el pais se concentra en las provincias de
Herrera y Los Santos. En los ultimos 5 afios ha disminuido en un 15.7% 1082
Ton/ha, reflejandose en un 19.3% menos de superficie sembrada (28 hectareas).
Para el cierre agricola 2020-2021, el rendimiento fue de 50.5 Ton/ha con una
produccion total de 6067 toneladas bajo condiciones de riego, la variedad usada
es el IDIAP T8 con una superficie sembrada de 123.36 hectareas distribuidas en

71 productores. (IDIAP, 2021)
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El tomate de perita, para el ciclo 2020-2021, obtuvo rendimientos de 46.5 Ton/ha,
la produccion nacional fue de 5741 toneladas, la superficie sembrada es de 102

hectareas distribuidas en 232 productores. (IDIAP, 2021)

El tomate es comprado al productor a B/. 8.50 por quintal, con un costo de
produccion de B/. 9 663 por hectarea, una rentabilidad de 23.15 %/ha y con un
aporte a la economia de 1.19. Una de las principales limitaciones de la produccion
nacional es la escasa disponibilidad de hibridos con buenos rendimientos y con

tolerancia a la marchitez bacteriana. (IDIAP, 2021)

2.2. Solanum sessiliflorum Dunal.

Es una especie nativa de ceja de selva y selva alta de América Tropical, se
distribuye naturalmente entre los 0 y 1200 msnm. En Panama es conocida como

la “naranijilla nacional”.

Es una planta arbustiva andromondica, de vigor fuerte, intermedio y débil; de
rapido crecimiento, llegando a medir hasta 2 metros de altura, segun el ecotipo.
Se ramifican desde el nivel del suelo o desde 10 a 15 centimetros, de acuerdo al
cultivar, con una distribucion irregular con un patrén de ramificacion extensivo a
excepcion de algunos que presentan un patron de ramificacion intensivo, sus
ramas crecen rectas y arqueadas, con tallos gruesos, semilefiosos, cilindricos y

muy pubescentes. (Figura 1a)
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Crece en zonas con temperaturas medias entre 180° C y 300° C, con precipitacion
pluvial distribuida entre 1500 y 4500 milimetros de agua anual, y una humedad
relativa de 70 a 90% por afio. Se cultiva en los distintos tipos de suelos,
preferiblemente en suelos de textura arcillosa a franca y rica en materia organica

y con buen drenaje.

CUADRO Il. CLASIFICACION TAXONOMICA PARA Solanum sessiliflorum

Dunal.
Reino Plantae
Filo Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Genero Solanum L.
Especie S. sessiliflorum Dunal
(GBIF, 2022)
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2.2.1. Morfologia de la Planta (Carbajal & Balcazar, 2002)

La densidad de pubescencia generalmente todos los ecotipos presentan una
densidad media y tallo de un color verde; la mayoria de los ecotipos tienen

ausencia de espinas en el tallo.

Las hojas: son ovaladas, simples, alternas y con estipulas en todos los ecotipos
sin excepcién, grandes de 42.7 a 52.8 centimetros de largo y de 37 a 47.5
centimetros de ancho, pubescentes, de color verde oscuro en el haz y verde claro

en el envés. (Figura l1a)

Las flores: son completas y perfectas, presentan una inflorescencia cimosa de
pedunculo corto con cinco a nueve flores con una posicion subaxilar, pétalo verde
claro y un color de sépalo verde oscuro, caracteristica de todos los ecotipos. La
polinizacion es aldbgama en un gran porcentaje por accion del viento, insectos y

agua. (Figura 1b)

Los frutos: son bayas de forma variable desde esferoide, amarafionado,
cilindrico, ovalada, oblata, redondeada, hasta cilindrica - conica; el tamafio y peso
varia de acuerdo al ecotipo. Los frutos maduros son de color amarillo palido,
anaranjado manchado o rojo; la pulpa es acuosa, con una firmeza intermedia y
blanda de color amarillo a amarillo blancuzco, de agradable aroma, ligeramente

acida. (Figura 1c)
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Las semillas: son numerosas, de tamafio pequeiio, de forma redonda, globular,
reniforme, oblata, de 1.89 a 2.76 milimetros de largo y un didametro entre 2.40 a
3.06 milimetros, se encuentra envuelta en un mucilago transparente, de sabor

acido y aroma agradable agrupadas de la misma forma que el tomate.

FIGURA 1. MORFOLOGIA DEL GENOTIPO Solanum sessiliflorum Dunal.

a) Planta, b) flores, c) frutos.

2.3. Solanum torvum Swartz.

Es originaria del Sur de México hasta el norte de Sudamérica, Brasil; esta
ampliamente distribuida en Africa, Asia y Australia; E.U.A.; Islas del Pacifico.
Planta perenne generalmente no pasa de dos afios de vida, puede ser una maleza
desagradable sobre todo en potreros y plantaciones, comportandose como una

planta invasiva. (Hanan et al., 2009)
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Se reporta que se presenta desde el nivel del mar hasta los 250 msnm, y se
reporta de Nueva Guinea y China hasta los 2000 msnm. Esta especie
generalmente crece en areas con 1000-4000 milimetros de precipitacion, tiene
una amplia resistencia sequia, pero prefiere suelos humedos y fértiles. (Hanan et

al., 2009)

CUADRO lll. CLASIFICACION TAXONOMICA PARA Solanum torvum Swartz.

Reino Plantae

Filo Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Genero Solanum L.
Especie S. torvum Swartz
(GBIF, 2022)
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2.3.1. Morfologia de la Planta. (Hanan et al., 2009)

Tallo: Las ramas jovenes cubiertas de pelos ramificados (estrellados),
horizontales, sésiles o estipitados; ademas las ramas que portan las
inflorescencias pueden presentar algunas espinas gruesas, rectas o recurvadas,
de hasta 1 centimetro de largo; corteza gris. El tamafio de los arbustos va hasta

los 2.5 metros de altura.

Hojas: Alternas, generalmente en pares desiguales, ampliamente ovadas, de
hasta 20 centimetros de largo y hasta 15 centimetros de ancho, mas o menos
puntiagudas, margenes raramente enteros, generalmente ondulados a
escasamente lobados, los I6bulos (generalmente 6) redondeados o agudos, la
base de la hoja asimétrica (Figura 2a), redondeada o haciéndose angosta,
cubiertas de pelos ramificados (estrellados), horizontales, sésiles o estipitados,
gue son mas abundantes en la cara inferior, raramente con algunos pelos rigidos
parecidos a agujas de hasta 1 centimetro de largo ubicados sobre las venas
principales. Los peciolos de hasta 4 centimetro de largo, con frecuencia

presentan pelos rigidos parecidos a agujas.

Inflorescencia: Las flores reunidas en grupos (de pocas flores) sobre pedunculos
de hasta 2 centimetro de largo (a veces ausentes), cubiertos de pelillos, ubicados
lateralmente sobre los tallos. Los pedicelos que sostienen las flores estan
cubiertos de pelos ramificados (estrellados), horizontales, que en el centro

presentan una glandula.
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Flores: El caliz de hasta 5 milimetros de largo, largamente puntiagudos; la corola
blanca, de hasta 2.5 centimetros de ancho (Figura 2b); estambres 5, los filamentos
de hasta 1.5 milimetros de largo; las anteras delgadas, mas angostas hacia el
apice, de hasta 6.5 milimetros de largo; ovario sin pelillos o con unas cuantas
glandulas, el estilo de hasta 12 milimetros de largo; con floracién durante todo el

afno.

Frutos y semillas: El fruto globoso, de hasta 14 milimetros de didmetro, primero
verde, luego amarillo al madurar (Figura 2c). Los frutos pesan aproximadamente
1.3 gramos y las semillas 0.01 gramos, con 1,000,000 semillas por kilogramo.
Semillas numerosas, de hasta 2.5 milimetros de largo; la germinacion es
escalonada, con 60% germinando entre 2 semanas y 3 meses. Se puede

propagar por esquejes.

Raiz: Raices primarias débiles, raices laterales bien desarrolladas.
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FIGURA 2. MORFOLOGIA DEL GENOTIPO Solanum torvum Swartz.

a) Planta, b) flores, c) frutos.

2.4. La Marchitez bacteriana, Ralstonia solanacearum Smith, en

solanaceas.

La Marchitez bacteriana es una enfermedad bacteriana para muchas especies de
plantas, y mas notoria en especies de la familia de las Solanaceas, al cual
pertenecen cultivos importantes como el tomate, los pimientos, berenjena y papa.
La enfermedad es causada por la bacteria Ralstonia solanacearum Smith (antes

Pseudomonas solanacearum Smith).
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A diferencia de otras enfermedades de las Solanaceas, no se conocen
actualmente productos quimicos que, aplicados a las plantas antes o después de
ocurrida la infeccion por la bacteria, eviten el desarrollo del patégeno. (Melgar et

al., 2012)

La gran variabilidad de la bacteria se explica por la existencia de varias cepas,
gue se clasifica en 5 razas fisioldgicas (sin valor taxonémico) y 6 biovares: raza I,
en varios hospedadores y conocida como la raza de las solanaceas, contagiando
la papa, la berenjena, el pimiento, el tabaco, el tomate; raza 2, adaptada a los
bananos triploides en zonas tropicales; raza 3, atacando preferentemente la
patata, el tomate, malezas pertenecientes a la familia de las solanaceas, en
condiciones templadas; raza 4, ataca jengibre; y raza 5, afectando a la mora.

(Melgar et al., 2012)

Los ultimos registros, denotan que tomate (S. lycopersicum L.) es susceptible al
ataque de varias cepas tropicales (en tierras bajas) que caen en los 4 filotipos
(histéricamente raza 1), y por cepas templadas tolerantes al frio (en tierras altas)
del filotipo 11B-1 (histéricamente raza 3). Este ultimo grupo de cepas (filotipo II)
podria permitir que R. solanacearum, emerja en areas templadas de cultivo de

tomate, a diferencia de las cepas tropicales. (Melgar et al., 2012)
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2.5. Caracteristica de Importancia de los genotipos silvestres del género

Solanum sp. L.

El género Solanum sp., es uno de los mas importantes en el reino vegetal, incluye
malezas, plantas ornamentales y cultivadas de gran relevancia para la humanidad
como tomate (S. lycopersicum L.), papa (S. tuberosum L.) y berenjena (S.
melongena L.). Est4 inserto dentro de la familia Solanaceae donde pertenecen
muchas especies comestibles y de utilidad como pimiento y aji (Capsicum annuum

L.), tabaco (Nicotiana tabacum), entre otras. (Saavedra De Real, 2012)

En la actualidad, las variedades modernas de tomate han tenido introgresiones de
germoplasma silvestre, de manera que se han introducido genes con diferentes
caracteristicas, debido a la angosta base genética que tiene este cultivo. Por lo
tanto, la falta de diversidad en tomate no es una barrera para progresar en el
mejoramiento genético. En el material silvestre se encuentra una gran riqgueza
genética que permite una mejora sustancial en las caracteristicas del tomate.

(Saavedra De Real, 2012)

Estas especies silvestres crecen y se adaptan a una gran variedad de habitat,
desde el nivel del mar del océano pacifico hasta las sierras de Los Andes sobre

3.300 m de altura.

22



Esta variedad de climas, que ha seleccionado en forma natural caracteres de
adaptacion, mas su diversidad genética, hacen que este germoplasma sea muy
interesante para introducirlo a las bases genéticas del tomate. Sin embargo, hay
problemas de compatibilidad genética entre las diferentes especies, lo que
complica su introgresion y van muy de acuerdo a los grupos formados por
distancias genéticas y otras caracteristicas morfolégicas, como color de fruto.

(Saavedra De Real, 2012)

2.6. El papel de la biotecnologia en el mejoramiento de plantas de

interés.

La biotecnologia acelera el proceso de hibridacion permitiendo a los cientificos
tomar solamente los genes deseados de una planta, logrando de ese modo los
resultados buscados en tan s6lo una generacion. Mediante la ingenieria genética
gue es una herramienta mas segura y eficiente para el mejoramiento de especies
con respecto a las técnicas tradicionales, puesto que elimina gran parte del azar
presente en el mejoramiento tradicional. Por otro lado, la biotecnologia moderna
es una nueva tecnologia, en la medida que puede modificar los atributos de los
organismos vivientes mediante la introduccién de material genético que ha sido

trabajado “In vitro” (fuera del organismo). (Levitus et al., 2009)
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Segun Levitus et al, (2009) esta metodologia ofrece tres ventajas
fundamentales respecto a las técnicas convencionales de mejora genética
basadas en la hibridacion: (A) los genes a incorporar pueden provenir de
cualquier especie, emparentada o no, (B) en la planta mejorada genéticamente
se puede introducir un Unico gen nuevo preservando en su descendencia del
resto de los genes de la planta original, y (C) el proceso de modificacibn demora

mucho menos tiempo que el necesario para el mejoramiento por cruzamiento.

2.7. Cultivo de tejidos vegetales in vitro

2.7.1. El explante
El cultivo de tejidos se inicia con el empleo de pequefias porciones u érganos de
la planta denominados explantes, los cuales son capaces de originar la planta
completa con la misma informacién genética de la planta madre. Los explantes
deben ser desinfectados y, posteriormente, cultivados en medios soélidos o
liquidos con diferentes requerimientos nutricionales y hormonales, dependiendo

del objetivo de la investigacion. (Perea, 2010)

Segun Canas, (1993), todas las estructuras pasan por un proceso de
desdiferenciacion y rediferenciacion, y toman diferentes rutas para la formacion
de callos, organos, embriones somaticos entre otros., los cuales a su vez pueden

originar la plantula completa. (Citado por Perea, 2010)
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2.7.2. Medio de cultivo y caracteristicas
Uno de los factores que gobiernan el crecimiento y la morfogénesis de los tejidos
en condiciones In vitro, es la composicién del medio de cultivo. Los nutrientes
basicos requeridos por las células vegetales son similares a los nutrientes que
aporta el suelo para el desarrollo de las plantas. El medio debe estar conformado
principalmente por los siguientes componentes: macronutrientes, micronutrientes,

vitaminas, aminoacidos, azucares y gelificante. (Perea, 2010)

Las respuestas In vitro dependen de la interaccion genoma-medio de cultivo,
aungue no se pueden descartar las condiciones de crecimiento y ambientales en
el laboratorio: fotoperiodo, intensidad luminica, temperatura, humedad y otras.

(Perea, 2010)

2.7.3. Cultivo de callo
Los callos son conjuntos de células sin diferenciacion, los cuales son utilizados en
los procesos In vitro para innumerables objetivos, como la transformacion
genética, la produccion de metabolitos secundarios, el cultivo de células en
suspension y embriogénesis somatica. Los callos pueden originarse a partir de
cualquier parte de la planta con un balance hormonal de auxina/citoquinina
moderada. Los resultados pueden generar la formacion de callo friable o callo

compacto.
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Los callos friables se diferencian en la suavidad del tejido y en su facil
manipulacion; se recomienda utilizar callo friable, pues este permite mejor

disociacion de células y rapido crecimiento. (Perea, 2010)

2.7.4. Reguladores de crecimiento
Se conocen también como hormonas vegetales, son sustancias sintetizadas en
determinado lugar de la planta y se desplazan a otro, donde actdan a muy bajas
concentraciones, regulando el crecimiento, y desarrollo y metabolismo del vegetal.
El término “regulador de crecimiento” es mas general y abarca las sustancias de
origen natural y las sintetizadas en laboratorio, que determinan respuestas en la

planta. (Perea, 2010)

2.7.4.1. Auxinas

Estas auxinas deben ser utilizadas en concentraciones muy bajas con el fin de no
causar efectos inhibitorios ni atrofias en células y tejidos. Los efectos mas
destacables son: alargamiento celular, division celular, diferenciacion del floemay
xilema, participacion en respuestas trépicas (gravitropismo y fototropismo),
promocion la formacion de raices adventicias en pequefias cantidades, promocion

la dominancia apical, y regulacién la formacion floral. (Perea, 2010)
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2.7.4.2. Citoquininas

Las citoquininas son hormonas vegetales naturales que derivan de adeninas y
promueven la division celular en tejidos no meristeméaticos. Inicialmente, fueron
llamadas cinetinas, sin embargo, debido al uso anterior del nombre en un grupo
de compuestos de la fisiologia animal, se adopt6 el término citoquinina (citocinesis
o division celular). Entre los efectos fisiologicos que causa este grupo de
hormonas se encuentran: divisién celular y formacion de 6rganos, retardo de la
senescencia (debido a su propiedad de generar alta division celular), desarrollo

de yemas laterales. (Perea, 2010)

2.7.4.3. Giberelinas

Las giberelinas promueven la division celular, promueven la elongacién celular al
incrementar la plasticidad de la pared y aumentar el contenido de glucosa y
fructosa, provocando la disminucion del potencial hidrico, lo cual permite el
ingreso de agua en la célula y produce su expansion. Entre los efectos fisiol6gicos
gue causan estas fitohormonas se destacan: control del crecimiento y elongacion
de los tallos, crecimiento y desarrollo de frutos, y rompimiento de dormancia en

semillas de algunas especies. (Perea, 2010)
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1. METODOLOGIA

3.1. Ubicacion Geografica

La investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales
(LCTV) del Centro de Investigacion en Biotecnologia Agropecuaria (CIBA) de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Panama en su sede de

la provincia de Chiriqui.

3.2. Seleccion del Material Vegetal

Para el ensayo de evaluacion de la respuesta de tres solanaceas a la induccion
de callos, se utlizaron dos variedades comerciales de tomate (Solanum
lycopersicum L.) con susceptibilidad a la marchitez bacteriana (Ralstonia
solanacearum) razas 1 y 3 (Melgar et al., 2012). La variedad Rio Grande de
crecimiento indeterminado y del fruto tipo pera; y la variedad, Padano de
crecimiento determinado y de fruto tipo mesa. (Jimenez-Martinez, Gutiérrez, &

Gonzalez, 2010 y Prodac, 1992)

Como fuente de genotipos resistentes, endémicos y emparentados con S.
lycopersicum L., se usaron dos solanaceas de poco uso en el pais, Solanum
sessiliflorum Dunal. (naranjilla nacional), y la especie silvestre Solanum torvum

Sw (friegaplatos). (Orozco et al. 2008)
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3.3. Preparacion de las semillas

Para el tomate (S. lycopersicum L.) las semillas fueron adquiridas en el mercado
local en sobres de una onza. Para los genotipos silvestres, (S. sessiliflorum
Dunal., y S. torvum Sw.) se obtuvieron a partir de frutos fisiolégicamente maduros

debido a que las mismas no se comercializan en los mercados locales.

Las semillas de S. sessiliflorum y S. torvum fueron extraidas del fruto y tratadas
con una solucion de cloro comercial al 2% (Hiplocorito de sodio al 3.25 %), se
secaron sobre papel filtro esteril a una temperatura entre 22-26 ° C en el labortorio
por 7 dias (Figura 3. a,b,c). Posteriormente fueron almacenadas en empagues de

papel crespon rotulados (Figura 3. d,e) a temperatura de 4° C en el refrigerador.

Las semillas de las variedades S. lycopersicum no fueron sometidas a un proceso
de anterior ya que las mismas como producto comercial vienen previamente
tratadas y desinfectadas. Después de compradas fueron almacenadas en las

mismas condiciones mencionadas anteriormente.
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FIGURA 3. PREPARACION DE SEMILLAS DE LOS GENOTIPOS S. torvum y
S. sessiliflorum PREVIO A SU ALMACEBAMIENTO.

a y b) extracciéon de semillas, c) limpieza de semillas, d y e)
semillas listas para almacenamiento.

3.3.1. Desinfeccion de las Semillas.
Las semillas se desinfectaron utilizando el protocolo de Ibarra, (2020) modificado.

El mismo consistié de dos etapas:

a) Tres ciclos de lavado de 5 minutos en la plancha agitadora en una solucion de
20 mL de jabodn liquido y 20 mL de cloro comercial (8.3 % de Hipoclorito de
sodio) diluido en un litro de agua con su respectivo enjuague con agua
destilada estéril entre cada uno de los lavados (Figura 4a).

b) En la segunda etapa las semillas fueron colocadas en agitacién constante por

45 minutos en una solucién con la siguiente composicion:
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30 gramos de sacarosa, 2 gramos de Oxitetraciclina (AGRY-GENT PLUS 8
WP ®), 2 gramos de benomilo (BENOMA-T 50 WP ®), 3 mililitros de COMPO-
ZONIL 56 SC ®, 0.5 gramos de &cido ascorbico y 0.5 gramos de acido citrico
en un litro de agua (Figura 4b). Luego finalizado este paso las semillas se

enjuagaron tres veces con agua destilada estéril.

FIGURA 4. ETAPAS DE LA DESINFECCION DE LAS SEMILLAS.

a) desinfeccion de limpieza, b) desinfeccién fungicida-bactericida.

3.3.2. Pre-tratamiento de las semillas previo al establecimiento In vitro.
Las semillas de los genotipos utilizados en este trabajo fueron sumergidas en una
solucién de éacido 3-giberélico (GA3) a 500 ppm, para las variedades de S.
lycopersicum durante 6 horas, para S. sessiliflorum por 24 horas y para S. torvum

por 36 horas con el proposito de acelerar el proceso de germinacion (Figura 5a).
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Pasado el tiempo, se colocaron las semillas en placas petris sobre una capa doble
de gasa fina y papel filtro esteril (Figura 5. b,c), esto para mantener la humedad
en condiciones de laboratorio con 22-26 ° C, 12 horas luz y 12 horas oscuridad,

esto para obtener semillas pre-germinadas.

Las diferencias en los tiempos de inmersion de cada unos de los genotipos se
debe a que previamente a este paso se hicieron las evaluaciones relacionadas a
los tiempos de inbibicién de las semillas de los diferentes genotipos con relacion

a la morfologia y constitucion de las mismas.

FIGURA 5. PRE-TRATAMIENTO DE LAS SEMILLAS PREVIO A LA SIEMBRA.

a) imbibicion en GA3, b y ¢) método de pre-germinacion.
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3.4. Etapa de establecimiento In vitro.

Las plantulas de todos los genotipos que proporcionaron los explantes para el
presente trabajo se origind a partir de semillas germinadas en platos Petri estériles
(Figura 6) en el invernadero del Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales los
cuales fueron transferidos posteriormente al subsiguiente crecimiento y desarrollo

en condiciones In vitro.

FIGURA 6. SEMILLAS GERMINADAS UTILIZADAS PARA EL
ESTABLECIMIENTO DE LAS PLANTULAS IN VITRO.

a) S. lycopersicum var. Rio Grande, 3 DDS; b) S. lycopersicum
var. Padano, 3 DDS; c) Solanum sessiliflorum, 6 DDS; d) S.
torvum Sw, 6 DDS.
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3.4.1. Composicion de medio de cultivo
El medio de cultivo utilizado el establecimiento de los genotipos se fundamento en
el medio basal Murashige & Skoog (1962), suplementado con sacarosa (30 g/L) y
phytagel (1.5 g/L) (ver Anexo 1), con el pH ajustado a 5.7 + 1 antes de ser
esterilizado en la autoclave a 1 Kg/cm?y 121° C por 15 minutos. Este medio no

fue suplementado con ningun regulador de crecimiento.

3.4.2. Desinfeccion de semillas germinadas
Dentro de la camara de flujo laminar, previo a su establecimiento In vitro las
semillas pregerminadas fueron colocadas en un vaso quimico (250 mL) estéril con
una solucion de cloro comercial al 5 % (8.3 % de Hipoclorito de sodio). Siguiendo
la metodologia de Castro, (2017), y Arkan Setiaji et al., (2020), entre otros. (Figura

7ay Anexo 2)

3.4.3. Siembra In vitro
La siembra consisti6 en la colocacion de una semilla por frasco (Figura 7b)
realizada con el objetivo que los genotipos sometidos a evaluacion se
desarrollaran adecuadamente sus estructuras morfoldgicas, principalmente sus
hojas, las cuales posteriormente sirvieron como fuentes de los explantes en el
ensayo de induccion de callos In vitro. Por cada genotipo se sembraron 30

semillas con la intencion de tener suficiente explantes de calidad.
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3.4.4. Condiciones de establecimiento de las plantulas In vitro
El crecimiento y desarrollo de las vitro-plantulas se dio a una temperatura de 25
°C + 1°Cy, aun régimen de iluminacién de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad
por 30-35 dias. (Arkan et al. 2020, y Najam-us-Sahar et al., y Feng et al. 2017;

Botero-Giraldo et al. 2011; y Otros)

FIGURA 7. DESINFECCION Y SIEMBRA DE SEMILLAS IN VITRO.

a) desinfeccion de semillas, b) siembra de semillas.
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3.5. Etapade Induccidén de Callos

3.5.1. Medios de Cultivos para la Induccién de Callos
Se prepararon medios de cultivo a diferentes concentraciones de reguladores de
crecimiento, tomando en cuenta resultados de diferentes autores. (Ghan Singh et
al. 2022; Botero-Giraldo et al. 2011; Najam-us-Sahar et al., y Feng et al. 2017,
Arkan et al. 2020; Gerszberg , et al. 2016; Abhishek Kumar & Rajinder, 2017 y

Dahanayake , Senanaya & Manawadu, 2014)

Para la presente investigacion se prepararon 11 diferentes medios de cultivos con
la consitucion basica del medio basal Murashige & Skoog (ver Anexo 1) con
diferentes niveles de Acido 1-naftalenacético (ANA) y 6-Bencilaminopurina (BAP),
en rangos de 0.0-3.0 mg/L y 0.0-2.0 mg/L respectivamente (Cuadro IV). Cada uno
de estos 11 medios de cultivos respresentaran uno de los factores para la
evaluacion de la respuesta que se esperan observar luego del establecimiento de

los explantes (hoja) de los genotipos previamente establecidos.
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CUADRO IV. MEDIOS DE CULTIVOS EVALUADOS PARA INDUCCION DE
CALLOS DE LOS CUATRO GENOTIPOS.

MEDIOS DE CONCENTRACION (mg/L)
CULTIVOS AUXINAS CITOCININAS
ANA BAP
M1 0.2 0.2
M2 0.1 0.2
M3 0.2 0.1
M4 0.3 0.1
M5 0.2 0.0
M6 1.0 2.0
M7 2.0 0.0
M8 0.8 1.5
M9 2.0 0.2
M10 3.0 1.0
M11 0.2 1.0

Acido 1-naftalenacético (ANA), 6-Bencilaminopurina (BAP), mg/L=ppm

3.5.2. Fuente de los explantes.
La edad de las vitroplantas donantes las laminas foliares que se utilizaron para
obtencion de los explantes fue de 30-35 dias en promedio después de cultivo de

la semilla germinada (Arkan Setiaji et al. 2020).
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FIGURA 8. VITROPLANTAS DONANTES DE LOS SEGEMENTOS
VEGETALES UTILIZADOS COMO EXPLANTES.

a) plantulas de S. lycopsersicum L. var. Rio Grande, b) plantulas
de S. lycopsersicum L. var. Padano. c) plantulas de S.
sessiliflorum Dunal. d) plantulas de S. torvum Sw.

3.5.3. Cultivo de explante In vitro.
El corte de segmentos vegetales (foliolos) de las vitroplantas donantes
(correspondientes a los genotipos sujetos a estudio) se disectaron en tamafios

aproximados de 0.5 x 0.5 cm (Feng et al. 2017).
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3.5.4. Condiciones Incubacion
Para la induccion de callos In vitro se incubaron en condiciones asépticas a una
temperatura de 25 °C + 1°C en oscuridad para lograr caracteristicas como color,

la friabilidad y rendimiento del mismo (Botero-Giraldo et al. 2011).

FIGURA 0. CULTIVO DEL EXPLANTE IN VITRO Y CAMARA DE
INCUBACION.

a y b) cultivo del explante In vitro, ¢) cAmara de incubacion

3.6. Disefio Experimental.

Para esta investigacion se utilizé un disefio de tratamientos completamente al azar
con arreglo bifactorial de la manera siguiente: el Factor A (4 genotipos) y Factor B
(11 medios de cultivos) lo que al final arrojé 44 tratamientos factoriales (Cuadro
V). En ensayo se establecio con un total de 7 repeticiones para tener un total de

308 unidades experimentales.
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CUADRO V. FACTORES Y SUS NIVELES EVALUADOS EN EL ENSAYO DE
INDUCCION DE CALLOS.

FACTORES NIVELES

G1 Solanum lycopersicum L. var. Rio Grande
G2 Solanum lycopersicum L. var. Padano
A 4 Genotipos

G3 Solanum sessiliflorum Dunal

G4 Solanum torvum Sw.

B 11 Medios de M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9, M10 y M11. (ver

Cultivos cuadro V)

*var.=(Variedad)

Los datos obtenidos seran analizados con el programa de andlisis estadistico

SPSSStadistics a los que se les realizaran los siguientes andlisis:

e Analisis de varianza ANOVA bifactorial, a = 0.05.

e Prueba Kruskal-Wallis (ANOVA por Rangos) para las variables no

paramétricas

40



El modelo lineal para este disefio es:

yijk = W+ ai + Bj +(ai*Bj) + ijk

Donde:

p= es el efecto medio global.

ai= es el efecto incremental sobre la media causado por el nivel i del factor A.

Bj =el efecto incremental sobre la media causado por el nivel j del factor B.
(ap)ij=el efecto incremental sobre la media causado por la interaccion del nivel i
del factor A y el nivel j del factor B.

gijk=el término de error

3.7. Variables de Respuestas.

3.7.1. Peso Fresco del Callo.

Se determiné pesando el callo en una balanza analitica. (Figura 10)

FIGURA 10. TOMA DE DATOS PARA LA VARIABLE PESO FRESCO DEL
CALLO.
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3.7.2. Didametro del Callo.

Este valor se determind con una regla milimétrica. (Figura 11)

FIGURA 11. TOMA DE DATOS PARA LA VARIABLE DIAMETRO DEL CALLO.

3.7.3. Respuesta a la Induccién de Callos.
Se calcul6 un porcentaje utilizando la formula segun Feng et al., (2017) (ver figura
12) y se le dio un valor segun la escala propuesta por Capote et al., (2003)

modificada (ver cuadro VI).

3.7.4. Respuesta ala Generacion de Raices Adventicias.
Se calculé el porcentaje con la formula segun Feng et al. (2017) (ver figura 12) y
se le dio el valor segun la escala propuesta por Capote et al., (2003) modificada

(ver cuadro VI).
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W =

Niumero de callos
0h = ® 100

Numero de explantes

FIGURA 12. FORMULA UTILIZADA PARA EL CALCULO DEL PORCENTAJE.

CUADRO VI. ESCALAS UTILIZADAS PARA LAS VARIABLES RESPUESTA
A LA INDpCCION DE CALLOS Y RESPUESTA A LA
GENERACION DE RAICES ADVENTICIAS.

Escala Segun Capote et al., (2003) Escala Modificada
Valor % Respuesta Categoria Valor % Respuesta Categoria
1 0-5 Sin Respuesta 1 0-6 Sin

Respuesta
2 6-25 R. Minima 3 7-35 R. Baja
3 26-40 R. Baja 5 36-60 R. Media
4 41-60 R. Media
5 61-80 R. Regular 7 61-80 R. Buena
6 81-90 R. Buena 9 81-100 R. Alta

7 90-100 R. Excelente
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3.7.5. Tipo de Callo.
Se determiné con ayuda de la escala propuesta por Capote et al., (2003)

modificada (ver cuadro VII).

CUADRO VII. ESCALAS Y SUS VALORES UTILIZADAS PARA EVALUAR LA
VARIABLE DEL TIPO DE CALLO.

Escala Segun Capote et al., (2003) Escala Modificada
Valor Tipo de Callo Valor Tipo de Callo
1 Friable 1 Friable
3 Compacto
2 Compacto 5 Embriogénico
7 Ninguno

3.7.6. Tonalidad del Callo.
Se determind el color del callo con la Carta de Colores de Saavedra (2010) (ver
Anexo 3). Para efecto del analisis de los resultados se efectu6é dandoles valores

numéricos segun la tonalidad del color (Figura 13).
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Valor Tonalidad

1 Minguna
Nﬂr}' — Clara
vory2
5 Sombra
7 Oscura

FIGURA 13. TONALIDADES DE LOS COLORES SEGUN LA CARTA DE
SAAVEDRA (2010).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados de la Variable Peso Fresco del Callo (mg).

Los resultados del andlisis de varianza (ANOVA) realizada para la variable Peso
Fresco del Callo (Cuadro VIII) demuestra que hubo diferencias altamente
significativas (P<0.01) tanto para los efectos simples (Genotipos y Medios de

Cultivos) asi como para la interaccion entre los factores.

CUADRO VIIl:  RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA PARA LA
VARIABLE DE RESPUESTA PESO FRESCO DEL CALLO
(mg).

FV GL SC FC Pr>F

GEN 3 8.17093676 19.28 <.0001 o

MC 10 25.01213555 16.09 <.0001 o

GEN*MC 30 12.80307329 3.02 <.0001 o

ERROR 264 37.15750082

TOTAL 307 83.14364642

C.V.=91.68 R?=0.5531

* Existen diferencias significativas

** Existen diferencias altamente significativas
NS No hay diferencias significativas
GEN=Genotipos; MC= Medios de Cultivos
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4.1.1. Genotipos

La Prueba de Diferencias Minimas Significativas (LSD) para el factor Genotipos
reflejo la conformacién de dos grupos (Cuadro IX). El grupo A, lo comparten los
genotipos S. torvum, S. lycopersicum var. Rio Grande y S. sessiliflorum, donde se
registraron los promedios mas altos de los pesos frescos de los callos con un
rango comprendido entre los 510.9 y 494.2 miligramos. Contrastando con el
genotipo S. lycopersicum var. Padano (grupo B) se obtuvo el menor peso

promedio que fue de 128.1 miligramos.

CUADRO IX: DIFERENCIAS MINIMAS SIGNIFICATIVAS (LSD) PARA LA
VARIABLE PESO FRESCO DEL CALLO (mg) DEL FACTOR
GENOTIPOS DURANTE LA ETAPA DE INDUCCION DE

CALLOS.
GENOTIPOS N MEDIA Agrupamiento LSD
(mg)
G4 77 510.9 A
Gl 77 506.7 A
G3 77 494.2 A
G2 77 128.1 B

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
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Como se puede apreciar en la figura 14, se observa claramente las diferencias
significativas que existen entre el grupo A integrado por los genotipos de Solanum
torvum, Solanum lycopersicum var. Rio Grande y Solanum sessiliflorum; y el grupo

B compuesto por el genotipo Solanum lycopersicum var. Padano.

600
910.9 506.7 494.2
500
=
§, 400 A
o
o
=
2 300
(14
(1
O  9pp
& 1281
o
100
0
G4 G1 G3 G2
GENOTIPOS

FIGURA 14. PROMEDIOS PARA LA VARIABLE PESO FRESCO DEL CALLO
(mg) DEL FACTOR GENOTIPOS DURANTE LA ETAPA DE
INDUCCION DE CALLOS.
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Para el caso especifico del genotipo Solanum lycopersicum var. Rio Grande
nuestros resultados concuerdan con lo reportado por Najam-us-Sahar et al.,
(2017), en el estudio del Efecto de la Fuente de Explante y Reguladores de

Crecimiento sobre la Induccién de Callos en Diferentes Cultivares de Tomate.

4.1.2. Medios de Cultivos

En el factor Medios de Cultivos, la Prueba de Diferencias Minimas Significativas
(LSD) reflej6 la conformacion de seis grupos (Cuadro X). El grupo A registro los
mayores pesos promedios de los callos con un rango entre los 948.4 y 626.8
miligramos. EL grupo F aglutind los medios de cultivos con los pesos promedios

mas bajos en un rango entre los 183.5 y 113.1 miligramos.
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CUADRO X. DIFERENCIAS MINIMAS SIGNIFICATIVAS (LSD) PARA LA
VARIABLE PESO FRESCO DEL CALLO (mg) DEL FACTOR
MEDIOS DE CULTIVOS DURANTE LA ETAPA DE INDUCCION

DE CALLOS.

MEDIO DE CULTIVO N MEDIA Agrupamiento LSD
(mg)

M11 28 948.4 A
M6 28 889.3 A
M8 28 626.8 A
M9 28 406.2 B C D
M3 28 398.3 B C D
M4 28 385.8 B C D
M10 28 308.6 C D E
M1 28 183.5 D E F
M2 28 134.9 D E F
M5 28 114.7 D E F
M7 28 113.1 D E F

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes

Al analizar estos resultados y contrastarlos, podemos apreciar que los mayores
pesos promedios de callos se obtuvieron con los medios que constituyen el grupo
A (M11, M6, M8) los cuales contenian los mayores niveles BAP en comparacion

con la proporcion del ANA. (ver figura 15)
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Los pesos promedios de los callos fueron decreciendo en funcion de la reduccién
BAP y aumento del ANA en la composicion de los medios de cultivos restantes.

(ver figura 15)

Los menores pesos promedios de callos se registraron en el grupo F (M1, M2, M5,
M7) el cual estuvo representados por medios de cultivos que en su composicion

tenian entre 0.2-0 mg/L de BAP. (ver figura 15)
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FIGURA 15. PROMEDIOS PARA LA VARIABLE PESO DEL CALLO (mg) DEL
FACTOR MEDIOS DE CULTIVOS DURANTE LA ETAPA DE
INDUCCION DE CALLOS.
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4.1.3. Interaccion Genotipos vs Medios de Cultivos

Interaccion de Solanum lycopersicum L. var. Rio Grande vs Medios de

Cultivos

La Prueba de Diferencias Minimas Significativas (LSD) reflejé la conformacién de
ocho grupos (Cuadro XI). El grupo A obtuvo el mayor peso promedio del callo con
1586.9 miligramos, y el grupo H registré los menores pesos promedios de los

callos con un rango comprendido entre los 99.7 y 49.8 miligramos.

CUADRO XI. DIFERENCIAS MINIMAS SIGNIFICATIVAS (LSD) PARA LA
INTERACCION DE S. lycopersicum L. var. Rio Grande vs
MEDIOS DE CULTIVOS PARA LA VARIABLE PESO FRESCO
DEL CALLO (mg).

GENOTIPO TRA N MEDIA (mg) Agrupamiento LSD
G1M11 7 1586.9 A
G1M6 7 1113.9 B
G1M8 7 991.9 C

Solanum G1M3 7 640.6 D

lycopersicum L. | G1M4 7 387.2 E

var. Rio Grande | G1M9 7 274.2 F
G1M10 7 191.3 G
GiM1 7 187.4 G
G1M2 7 99.7 H
G1M5 7 50.7
G1M7 7 49.8 H

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
TRA= Tratamientos (Interaccién)
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Comparando el efecto de los niveles de BAP y ANA en los 11 Medios de Cultivos
sobre S. lycopersicum var. Rio Grande, se observo que los valores més altos de
los pesos promedios de los callos, se reflejaron en los grupos A, B y C,
constituidos por las respectivas interacciones S. lycopersicum var. Rio Grande vs
medio de cultivo M11, S. lycopersicum var. Rio Grande vs medio de cultivo M6 y

S. lycopersicum var. Rio Grande vs medio de cultivo M8. (ver figura 16)

En los grupos antes mencionados se denota que la proporcion BAP fue
sustancialmente mayor con respecto a la de ANA. Los pesos promedios de los
callos fueron decreciendo en funcion de la reduccién de BAP y aumento de ANA

en la composicion de los medios de cultivos. (ver figura 16)

Los menores pesos promedios de los callos conformaron el Grupo H, dentro del
cual se encuentran los medios de cultivos que en su composicion contenian entre

0.2-0 mg/L de BAP. (ver figura 16)

Los resultados de las interacciones de los medios de cultivos con S. lycopersicum
var. Rio Grande, concuerdan con lo reportado por Najam-us-Sahar et al., (2017),
donde indican que S. lycopersicum var. Rio Grande respondié mejor a medios de
cultivos donde la concentracion de BAP era mayor al nivel de ANA, en el estudio
del Efecto de la Fuente de Explante y Reguladores de Crecimiento sobre la

Induccion de Callos en Diferentes Cultivares de Tomate.
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FIGURA 16. EFECTO DE LAS DIFERENTES COMBINACIONES DE 6-
BENCILAMINOPURINA (BAP) Y ACIDO 1-
NAFTALENACETICO (ANA) SOBRE S. lycopersicum L. var.
Rio Grande A LOS 40 DIAS DE INCUBACION.

Interacciéon de Solanum lycopersicum L. var. Padano vs Medios de Cultivos

La Prueba de Diferencias Minimas Significativas (LSD) reflejé la conformacién de
ocho grupos (Cuadro Xll). En el Grupo A se registré el mayor peso promedio del
callo con 372.5 miligramos, y en el Grupo H se observaron los menores pesos

promedio de los callos en un rango entre 86.5 y 49.8 miligramos.
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CUADRO XIl. DIFERENCIAS MINIMAS SIGNIFICATIVAS (LSD) PARA LA
INTERACCION DE S. lycopersicum L. var. Padano vs
MEDIOS DE CULTIVOS PARA LA VARIABLE PESO FRESCO
DEL CALLO (mg).

GENOTIPO TRA N MEDIA (mg) Agrupamiento LSD
G2M11 7 372.5 A
G2M4 7 213.4
G2M1 7 193.2

Solanum G2M6 7 126.6 C D E

lycopersicum L. | G2M3 7 110.8 CDEF

var. Padano G2M9 7 91.1 CDEFG
G2M10 7 86.5 C DEFGH
G2M8 7 65.4 D EF GH
G2M5 7 49.8 E F G H
G2M7 7 49.8 E F G H
G2M2 7 49.8 E F G H

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
TRA= Tratamientos (Interaccién)

Analizando el efecto de los niveles de BAP y ANA en los 11 Medios de Cultivos
sobre S. lycopersicum var. Padano, se observa que el peso promedio mas alto del
callo se obtuvo en el medio M11 (0.2 mg/L ANA-1 mg/L BAP) en donde el nivel de
BAP fue cinco veces mas alta que el de la auxina. Los menores pesos promedios
de los callos se registraron en el Grupo H, el cual estuvo representado por medios
de cultivos que en su composicion tenian entre 1.5-0 mg/L de BAP y 3-0.1 mg/L

de ANA. (ver figura 17)
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A pesar que de que se aprecia una tendencia a disminuir los promedios de peso
de los callos, esta tendencia no se evidencio tan marcada como en el caso de la
interaccion de S. lycopersicum var. Rio Grande vs los Medios de cultivos (ver
figura 11), posiblemente debido a la particular interaccion de S. lycopersicum var.

Padano vs los Medios de Cultivos. (ver figura 17)
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FIGURA 17. EFECTO DE LAS DIFERENTES COMBINACIONES DE 6-
BENCILAMINOPURINA (BAP) Y ACIDO 1-
NAFTALENACETICO (ANA) SOBRE S. lycopersicum L. var.
Padano A LOS 40 DIAS DE INCUBACION.
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Interaccion de Solanum sessiliflorum Dunal vs Medios de Cultivos

La Prueba de Diferencias Minimas Significativas (LSD) reflejé la conformacion de

diez grupos (Cuadro XIlII). En el Grupo A se registré el mayor peso promedio del

callo con 1235.3 miligramos y en el grupo K se observo el menor peso promedio

del callo con 49.8 miligramos.

CUADRO XIIl. DIFERENCIAS MINIMAS SIGNIFICATIVAS (LSD) PARA LA
INTERACCION DE S. sessiliflorum Dunal vs MEDIOS DE
CULTIVOS PARA VARIABLE PESO FRESCO DEL CALLO
(mg).

GENOTIPO TRA N MEDIA (mg) Agrupamiento LSD
G3M6 7 1235.3 A
G3M11 7 958.1 B
G3M8 7 816.9 C
G3M10 7 696.6 D

Solanum G3M9 7 608.9 E

sessiliflorum G3aM4 7 203.8

Dunal G3ML 7 2688 F G
G3M2 7 227.6
G3M5 7 149.0 I J
G3M7 7 131.6 J
G3M3 7 97.8 K

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
TRA= Tratamientos (Interaccion)
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Relacionando el efecto de los niveles de BAP y ANA en los 11 Medios de Cultivos
sobre S. sessiliflorum, se puede observar que los valores mas altos de los pesos
promedios de los callos se obtuvieron en medios donde la proporcion de BAP fue
mayor (M6, M11, M8). Los menores pesos promedios del callo estuvieron en un
rango entre 293.8-97.8 miligramos, representados por medios de cultivos que en
su composicion tenian entre 0.2-0 mg/L de BAP y 2-0.1 mg/L de ANA (M4, M1,

M2, M5, M7, M3). (ver figura 18)

Los pesos promedios de los callos fueron menores a medida que la concentracion

de BAP disminuy6 en la composicién de los medios de cultivos. (ver figura 18)

Resultados de las interacciones de S. sessiliflorum concuerdan con lo reportado
por Medina et al., (2008) en el estudio de Regeneracién In vitro a partir de
explantes foliares de S. sessiliflorum via organogénesis, en donde lograron
obtener mayor callo en medios de cultivos donde la proporcion de BAP y ANA

eran similares a utilizadas en la presente investigacion.
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FIGURA 18. EFECTO DE LAS DIFERENTES COMBINACIONES DE 6-

BENCILAMINOPURINA (BAP) Y ACIDO 1-
NAFTALENACETICO (ANA) SOBRE S. sessiliflorum Dunal A
LOS 40 DIAS DE INCUBACION.

Interacciéon de Solanum torvum Sw vs Medios de Cultivos

La Prueba de Diferencias Minimas Significativas (LSD) reflej6 la conformacién de

ocho grupos (Cuadro XIV). El grupo A presentd el mayor peso promedio del callo

con 1081 miligramos, y el grupo H aportaron los menores pesos promedios de los

callos con un rango comprendido entre los 112.9 y 84.9 miligramos.
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CUADRO XIV. DIFERENCIAS MINIMAS SIGNIFICATIVAS (LSD) PARA LA
INTERACCION DE S. torvum Sw. vs MEDIOS DE CULTIVOS
PARA VARIABLE PESO FRESCO DEL CALLO (mg).

GENOTIPO TRA N  MEDIA (mg) Agrupamiento LSD
G4M6 7 1081.0 A
G4aM11 7 875.9 B
G4M3 7 791.8 C

Solanum G4aM9 7 650.7 D

torvum Sw. Gam4 7 649.0 D
G4M8 7 633.1 D
G4M10 7 260.2 F
G4aM2 7 221.1 E F G
G4M5 7 112.9 F
G4AM7 7 99.7 F G
G4aM1 7 84.9

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
TRA= Tratamientos (Interaccién)

Confrontando el efecto de los niveles de BAP y ANA en los 11 Medios de Cultivos
sobre S. torvum, se puede observar que los valores mas altos del peso promedio
del callo se lograron cuando se utilizaron los medios de cultivos M6 y M11, mismos

en donde la proporcién de BAP fue mayor. (ver figura 19)
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Los menores pesos promedios del callo se registraron en el Grupo H, el cual
estuvo representados por medios de cultivos que en su composicion tenian entre
0.2-0 mg/L de BAP y 0.2-0.1 mg/L de ANA (M5, M7, M1). En los medios restantes
no se evidencian un decrecimiento de los pesos promedios de los callos en funcién

de la reduccion de BAP o aumento de ANA. (ver figura 19)

Estos resultados son similares a los obtenidos por Feng et al., (2017) quienes
reportaron en un estudio de Alta eficiencia de induccién de callos y regeneracion
de plantas S. torvum Sw., que utilizando explantes de hojas las mejores
respuestas fueron en condiciones donde el nivel de BAP fue mayor al acido 1-

naftalenacético.

61



PESO (mg)

0.0
eap mgl) (B 1 01 02 01 15 1 0 0

[ ANA (mgrL) [ 02 02 2 03 038 3 2 02
G

4M6 G4aM11 G4am3 G4M89 G4am4 G4ms G4m10 G4Mm2 G4M5
MEDIOS DE CULTIVOS

FIGURA 19. EFECTO DE LAS DIFERENTES COMBINACIONES DE 6-
BENCILAMINOPURINA (BAP) Y ACIDO 1-
NAFTALENACETICO (ANA) SOBRE S. torvum Sw. A LOS 40
DIAS DE INCUBACION.

De forma general se puede apreciar en estos resultados una consistente
tendencia en la generacion de mayores pesos promedios de los callos en los
medios donde la relacion del BAP es sustancialmente con respecto a la del ANA

independientemente de los genotipos evaluados.

Igualmente, los menores pesos promedios de los callos en todos genotipos se
presentaron cuando la composicién del medio de cultivo contenia niveles mas

bajos de BAP con respecto al de ANA.
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Al realizar la valoracién general sobre los mejores medios de cultivos para la
produccion de callos independientemente del genotipo utilizado se evidencia
claramente que las mejores respuestas se obtuvieron utilizando los medios de
cultivos M6, M8 y M11. EIl medio de cultivo M11 que en su composicion contenia
0.2 mg/L de ANA y 1 mg/L BAP se registro en todos los genotipos, el medio de
cultivo M6 conteniendo 1 mg/L de ANA y 2 mg/L BAP se presento en 3 genotipos
(S. lycopersicum var. Rio Grande, S. sessiliflorum y S. torvum), y el medio de
cultivo M8 con 0.8 mg/L de ANA y 1.5 mg/L BAP se observé en 2 genotipos (S.

lycopersicum var. Rio Grande y S. sessiliflorum).

Similarmente, realizando la valoracién general para los medios de cultivos que en
la produccion de callos independientemente del genotipo utilizado se evidencié
claramente que los menores valores se obtuvieron utilizando los medios de
cultivos M5 y M7. Los medios de cultivos M5 con 0.2 mg/L de ANA y M7 con 2

mg/L de ANA, ambos medios se registraron en todos los genotipos.
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4.2. Resultados de la Variable Diametro del Callo (mm).

Los resultados del andlisis de varianza (ANOVA) realizada para la variable

Didmetro del Callo (Cuadro XV) demuestran que hubo diferencias altamente

significativas (P<0.01) en los tratamientos evaluados de los efectos simples

(Genotipos y Medios de Cultivos) y la interaccion entre los factores.

CUADRO XV. RESULTADOS DEL ANALISIS, DE VARIANZA PARA LA
VARIABLE DE RESPUESTA DIAMETRO DEL CALLO (mm).

FV GL SC FC Pr>F

GEN 3 14.170 35.850 <.001 o
MC 10 14.842 11.265 <.001 o
GEN*MC 30 17.850 4.516 <.001 o
ERROR 264 34.783

TOTAL 307 81.646

C.V.=90.04 R?=0.505

* Existen diferencias significativas

** Existen diferencias altamente significativas

NS No hay diferencias significativas

GEN=Genotipos; MC= Medios de Cultivos
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4.2.1. Genotipos

La Prueba de Diferencias Minimas Significativas (LSD) para el factor Genotipos
reflejé la conformacion de dos grupos (Cuadro XVI). El grupo A lo comparten los
genotipos S. lycopersicum var. Rio Grande, S. sessiliflorum y S. torvum, registré
los promedios mas altos del didmetro de los callos en un rango entre los 13.3 y
12.4 milimetros. Contrastado con el grupo B conformado por S. lycopersicum var.
Padano en donde se obtuvo el menor promedio del diametro del callo con 8.1

milimetros.

CUADRO XVI: DIFERENCIAS ,MI’NIMAS SIGNIFICATIVAS (LSD) PARA LA
VARIABLE DIAMETRO DEL CALLO (mm) DEL FACTOR
GENOTIPOS DURANTE LA ETAPA INDUCCION DE

CALLOS.
GENOTIPOS N MEDIA (mm) Agrupamiento LSD
Gl 77 13.3 A
G3 77 13.2 A
G4 77 12.4 A
G2 77 8.1 B

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
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En la figura 20, se observa claramente las diferencias significativas que existen
entre el grupo A integrado por los S. lycopersicum var. Rio Grande, S. sessiliflorum

y S. torvum; y el grupo B compuesto por Solanum lycopersicum var. Padano.
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FIGURA 20. PROMEDIOS PARA LA VARIABLE DIAMETRO DEL CALLO (mm)
DEL FACTOR GENOTIPOS DURANTE LA ETAPA INDUCCION
DE CALLOS.
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4.2.2. Medios de Cultivos

La Prueba Diferencias Minimas Significativas (LSD) reflejé la conformacion de

siete grupos (Cuadro XVII). EIl grupo A representd los mayores promedios del

diametro de los callos con un rango entre los 15.2 y 12.2 milimetros. El grupo G

obtuvo el menor diametro promedio del callo con 6.8 milimetros.

CUADRO XVII. DIFERENCIAS ,MI'NIMAS SIGNIFICATIVAS (LSD) PARA LA
VARIABLE DIAMETRO DEL CALLO (mm) DEL FACTOR
MEDIOS DE CULTIVOS DURANTE LA ETAPA INDUCCION
DE CALLOS.

MEDIO DE CULTIVO N MEDIA (mm) Agrupamiento LSD

M6 28 15.2 A

M10 28 14.4 A B

M8 28 12.9 A B C D

M4 28 12.7 A B C D

M11 28 12.3 A B C D E

M9 28 12.2 A B C D E

M1 28 11.6 B C D E

M2 28 11 B C D E

M3 28 10.4 C D E

M5 28 9.6 D E F

M7 28 6.8 G

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
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En la figura 21, se puede apreciar los grupos en el factor Medios de Cultivos,
también muestra los niveles BAP y ANA de los medios. Los mayores didametros
promedios de los callos se obtuvieron en el grupo A, en tres medios (M6, M8 y
M11) el nivel BAP es mayor que la proporcion de ANA y en los otros tres medios

(M10, M4 y M9) la concentracion ANA es superior al de BAP.

El menor diametro promedio del callo se present6 en el grupo G conformado por
el medio de cultivo M7 el cual en su composicion solo esta presente ANA en un

nivel de 2 mg/L. (ver figura 21)
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FIGURA 21. PROMEDIOS PARA LA VARIABLE DIAMETRO DEL CALLO (mm)
DEL FACTOR MEDIOS DE CULTIVOS DURANTE LA ETAPA
INDUCCION DE CALLOS.

4.2.3. La Interaccion Genotipos vs Medios de Cultivos

Interaccién de Solanum lycopersicum L. var. Rio Grande vs Medios de

Cultivos

La Prueba de Diferencias Minimas Significativas (LSD) reflejé la conformacién de
seis grupos (Cuadro XVIII). Los mayores didmetros promedios de los callos
conforman el grupo A (M11, M8, M6, M10, M3, M2) en un rango entre los 18.5y
13.6 milimetros. En el grupo F se observo el menor diametro promedio del callo

con 5 milimetros (M7).
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CUADRO XVIIl. DIFERENCIAS MINIMAS SIGNIFICATIVAS (LSD) PARA LA
INTERACCION DE S. lycopersicum L. var. Rio Grande vs
MEDIOS DE CULTIVOS PARA LA VARIABLE DIAMETRO
DEL CALLO (mm).

GENOTIPO TRA N MEDIA (mm) Agrupamiento LSD
G1M11 7 18.5 A
G1M8 7 16.2 A B
G1M6 7 15.7 A B C
Solanum G1M10 7 14.9 A B C D
lycopersicum L. | G1M3 7 14.6 A B C D
var. Rio Grande | Gim2 7 13.8 A B C D E
G1M9 7 13.6 B C D E
G1M4 7 12.7 B C D E
G1M1 7 11.1 C D E
G1M5 7 9.9 D E
G1M7 7 5 F

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
TRA= Tratamiento factorial (Interaccion)

En la figura 22, se puede apreciar el efecto de los niveles de BAP y ANA en los
11 Medios de Cultivos sobre S. lycopersicum var. Rio Grande. Los valores mas
altos del diametro promedio del callo se reflejan en los tres primeros medios (M11,
M8y M6) del grupo A en un rango entre los 18.5 y 15.7 milimetros. En los medios
antes mencionados se denota que la proporcion de BAP fue sustancialmente

mayor con respecto al de ANA.
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Los diametros promedios de los callos fueron decreciendo en funcion de la
reduccion de BAP y aumento de ANA en la composicion de los medios de cultivos.

(ver figura 22)

El menor diametro promedio del callo se presentd en el Grupo F correspondiente
a la interaccion de S. lycopersicum var. Rio Grande con el medio de cultivo M7 (5

mm), el cual en su composicidén contenia 2 mg/L de ANA. (ver figura 22)
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FIGURA 22. PROMEDIOS DE LOS DIAMETROS DE LOS CALLOS (mm)
PARA LA INTERACCION DE S. lycopersicum L. var. Rio
Grande vs MEDIOS DE CULTIVOS A LOS 40 DIAS DE
INCUBACION.
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Interaccién de Solanum lycopersicum L. var. Padano vs Medios de Cultivos

La Prueba de Diferencias Minimas Significativas (LSD) reflej6 la conformacion de

cinco grupos (Cuadro XIX). En el grupo A (M10, M4, M1, M6, M11) se presentaron

los mayores diametros promedios de los callos en un rango entre los 12 y 9.1

milimetros. En el grupo E se presentaron los menores didmetros promedios de los

callos en un rango entre los 6.9 y 5 milimetros.

CUADRO XIX. DIFERENCIAS MINIMAS SIGNIFICATIVAS (LSD) PARA LA
INTERACCION DE S. lycopersicum L. var. Padano vs
MEDIOS DE CULTIVOS PARA LA VARIABLE DIAMETRO
DEL CALLO (mm).
GENOTIPO TRA N MEDIA (mm) Agrupamiento LSD
G2M10 7 12 A B
G2mM4 7 10.3 A B C
G2M1 7 9.7 A B C D
G2M6 7 9.7 A B C D
Solanum G2M11 7 9.1 A B C D
lycopersicum L. | G2M3 7 8.9 B C D
var. Padano G2MS8 7 71 C D
G2M9 7 6.9 C D E
G2M2 7 5 D E
G2M5 7 5 D E
G2M7 7 5 D E

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes

TRA= Tratamiento

factorial (Interaccion)
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Comparando el efecto de los niveles de BAP y ANA en los 11 Medios de Cultivos
sobre S. lycopersicum var. Padano, se observa que los dos primeros medios (M10
y M4) del grupo A obtuvieron los didmetros promedios mas altos de los callos con
12 y 10.3 milimetros respectivamente. En los medios antes mencionadas el nivel
de ANA fue sustancialmente mayor al de BAP en proporcion 1:3 respectivamente.

(ver figura 23)

El grupo registrd6 los menores promedios de los didmetros de los callos
conformado por los medios M9, M2, M5 y M7. En los dos ultimos medios antes
mencionado, el medio M5 contenia 0.2 mg/L de ANA y el medio M7 con 2 mg/L

de ANA. (ver figura 23)

73



Diametro promedio

12
(S 10.32 wilSLEXRIAETO D,
o — 9.7
3" = = e
S s = = = E 5
= = = = = R
o = = = = =
o § j— é j— ;l % % 5 5
. s = = =
32 = (=——rmem0r———37=2 ——
- = = = = = S—
0 = = = = = = — —
0.1 0.2 2 1 0.1 15 0.2 0.2 0 0
3 0.2 0.2 1 0.2 0.2 08 2 0.1 0.2 2

G2M10  G2M4  G2M1  G2Me  G2M11  G2M2  G2M8 @ Ga2MS  G2M2  G2M5  G2MT7
TRATAMIENTOS

FIGURA 23. PROMEDIOS DE LOS DIAMETROS DE LOS CALLOS (mm)
PARA LA INTERACCION DE S. lycopersicum L. var. Padano
vs MEDIOS DE CULTIVOS A LOS 40 DIAS DE INCUBACION.

Interaccion de Solanum sessiliflorum Dunal vs Medios de Cultivos

La Prueba de Diferencias Minimas Significativas (LSD) reflej6 la conformacion de
cinco grupos (Cuadro XX). En el grupo A (M6, M10, M2, M4) se presentaron los
mayores didmetros promedios de los callos en un rango entre los 18.1 y 15.5
milimetros. En el grupo E (M11, M3) se registraron los menores diametros

promedios de los callos en un rango entre los 5.9 y 5 milimetros.
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CUADRO XX. DIFERENCIAS MINIMAS SIGNIFICATIVAS (LSD) PARA LA
INTERACCION DE S. sessiliflorum Dunal vs MEDIOS DE
CULTIVOS PARA LA VARIABLE DIAMETRO DEL CALLO

(mm).
GENOTIPO TRA N MEDIA (mm)  Agrupamiento LSD
G3M6 7 18.1 A B
G3M10 7 16.9 A B C
G3M2 7 16.2 A B C
G3M4 7 15.5 A B C
Solanum G3M9 7 15.1 B C D
sessiliflorum Dunal | G3M8 7 14.8 B C D
G3M1 7 14.4 B C D
G3M5 7 12.5 C D
G3M7 7 10.8 D
G3M11 7 5.9 E
G3M3 7 5 E

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
TRA= Tratamiento factorial (Interaccion)

Relacionando el efecto de los niveles de BAP y ANA en los 11 Medios de Cultivos
sobre S. sessiliflorum, se observd que los resultados no respondieron en
tendencia con los niveles de ANA y BAP. Sin embargo, el mayor diametro
promedio del callo se registré en el medio M6 donde el nivel de BAP es mayor al
de ANA y en el menor diametro promedio del callo se presentd en el medio M3 en

donde la concentracion de ANA es superior a la de BAP. (ver figura 24)
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FIGURA 24. PROMEDIOS DE LOS DIAMETROS DE CALLOS PARA LA
INTERACCION DE S. sessiliflorum Dunal vs MEDIOS DE
CULTIVOS A LOS 40 DIAS DE INCUBACION.

Interaccion de Solanum torvum Sw vs Medios de Cultivos

La Prueba Diferencias Minimas Significativas (LSD) reflejé la conformacion de
seis grupos (Cuadro XXI). El grupo A (M6, M11, M10, M8) presentd los mayores
didmetros promedios de los callos en un rango entre los 17.1 y 13.5 milimetros.
El grupo F (M2, M7) presento los menores diametros promedios de los callos en

un rango entre los 9 y 6.3 milimetros.
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CUADRO XXI. DIFERENCIAS MINIMAS SIGNIFICATIVAS (LSD) PARA LA
INTERACCION DE S. torvum Sw. vs MEDIOS DE CULTIVOS
PARA LA VARIABLE DIAMETRO DEL CALLO (mm).

GENOTIPO TRA N MEDIA (mm) Agrupamiento LSD
G4M6 7 171 A
G4aM11 7 15.7 A B
G4M10 7 13.7 A B C D
Solanum G4M8 7 13.5 A B C D
torvum Sw. GamM3 7 13.3 B C D
G4M9 7 13.1 B C D
G4aM4 7 12.1 B C D E
G4aM1 7 111 C D E
G4M5 7 10.9 C D E
G4AM2 7 9 D E F
G4AM7 7 6.3 F

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
TRA= Tratamiento factorial (Interaccion)

En la figura 25 se observa el efecto de los niveles de BAP y ANA en los 11 Medios
de Cultivos sobre S. torvum, los dos primeros medios (M6 y M11) del grupo A
obtuvieron los mayores diametros promedios de los callos con 17.1 y 15.7
milimetros respectivamente. En los medios antes mencionados en su

composicion el nivel de BAP fue sustancialmente mayor al nivel de ANA.
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El menor diametro promedio del callo se presenté en el medio de cultivo M7 (6.3
mm) en donde la concentracion de ANA es mayor comparada con el nivel de BAP.

(ver figura 25)
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FIGURA 25. PROMEDIO DE LOS DIAMETROS DE LOS CALLOS PARA LA
INTERACCION DE S. torvum Sw. vs MEDIOS DE CULTIVOS A
LOS 40 DIAS DE INCUBACION.

Al realizar la valoracion general sobre los dos mejores medios de cultivos con los
mayores valores del diametro promedio del callo independientemente del genotipo
utilizado se evidencié claramente que las mejores respuestas se obtuvieron

utilizando los medios M4, M6, M8, M10 y M11.
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El medio de cultivo M11 que en su composicion contenia 0.2 mg/L de ANAy 1
mg/L BAP se registré en S. lycopersicum var. Rio Grande y S. torvum; el medio
de cultivo M8 con 3 mg/L de ANA y 1 mg/L BAP se observé en S. lycopersicum
var. Padano y S. sessiliflorum; el medio de cultivo M8 conteniendo 0.8 mg/L de
ANA y 1.5 mg/L BAP respondié mejor en S. lycopersicum var. Rio Grande; el
medio de cultivo M6 con una composicion de 1 mg/L de ANA y 2 mg/L BAP se
presentd en S. sessiliflorum y S. torvum; y el medio de cultivo M4 conteniendo 0.3
mg/L de ANA y 0.1 mg/L BAP con el mejor resultado en S. lycopersicum var.

Padano.

Similarmente, realizando la valoracion general para los medios de cultivos que
presentaron el menor valor del didmetro promedio del callo independientemente
del genotipo utilizado fueron los medios de cultivos M3 y M7. EI medio M3 con
0.2 mg/L de ANA y 0.1 mg/L de BAP se registré en S. sessiliflorum. El medio M7
con 2 mg/L de ANA obtuvo mejore resultados en S. lycopersicum var. Rio Grande,

S. lycopersicum var. Padano y S. torvum.
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4.3. Resultados de la Variable Respuesta a la Induccion de Callos.

Los resultados de la Prueba de Kruskal-Wallis (ANOVA por Rangos) realizada
para la variable Respuesta a la Induccion de Callos (Cuadro XXIl) demuestra que
hubo diferencias altamente significativas (P<0.01) entre los tratamientos

evaluados (efectos simples e interacciones).

CUADRO XXII. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE KRUSKAL-WALLIS PARA
LA VARIABLE CUALITATIVA RESPUESTA A LA INDUCCION

DE CALLOS.
FV GL SR MR Valor X?c Pr>F
GEN 3 47585.5 154.5 41.88098 <0.0001 **
MC 10 47585.5 154.5 36.13328 0.0001 **
GEN*MC 43 47585.5 154.5 160.3 <0.0001 **
Total 308  47585.5 154.5

* Existen diferencias significativas

** Existen diferencias altamente significativas

NS=No hay diferencias significativas

GEN=Genotipos; MC= Medios de Cultivos; R=Rangos
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Como estéd plasmado en la metodologia, en el cuadro VI, la evaluacion de la
variable Respuesta a la Induccion de Callos se fundamenté en la tabla de
categorias reportada por Capote et al., (2003). La misma fue modificada para

facilitar la evaluacion de los resultados para esta investigacion.

Para el caso del presente trabajo se establecieron escalasde 1, 3,5, 7y 9; siendo
la escala 1= Sin Respuesta a la Induccion de Callos y la escala 9= Respuesta Alta

a la Induccién de Callos. (ver cuadro VI)

4.3.1. Genotipos

La Prueba de Comparaciones Multiples por Rangos (Dunnett) para el factor
Genotipos reflejé la conformacién de tres grupos (Cuadro XXIII). EIl grupo A
integrado por S. sessiliflorum obtuvo una buena respuesta a la induccion de callos

(escala 7). (ver figura 26)

En el grupo B conformado por S. torvum y S. lycopersicum var. Rio Grande
reflejaron una calidad de respuesta media a la induccion de callos (escala 5). En
el grupo C constituido por S. lycopersicum var. Padano presenté una baja

respuesta a la induccién de callos (escala 3). (ver figura 26)
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CUADRO XXIIl. COMPARACIONES MULTIPLES POR RANGOS (DUNNETT)
DEL FACTOR GENOTIPOS PARA LA VARIABLE
RESPUESTA A LA INDUCCION DE CALLOS.
GEN N MEDIA ESCALA Agrupamiento Dunnett
MEDIA
G3 77 195.3 7 A
G4 77 161.5 5 B
Gl 77 151 5 B
G2 77 110.1 3 C

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes

En la figura 26 se pueden observar tanto los grupos, asi como los valores de las

escalas de la variable Respuesta a la Induccién de Callos para el factor genotipos.
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FIGURA 26. AGRUPAMIENTOS DE ACUERDO A LAS ESCALAS

ESTABLECIDAS PARA ESTIMAR LA CALIDAD DE LA
RESPUESTA A LA INDUCCION DE CALLOS PARA EL
FACTOR GENOTIPOS.

4.3.2. Medios de Cultivos

La Prueba de Comparaciones Mudltiples por Rangos (Dunnett) reflejo la
conformacién de tres grupos (Cuadro XXIV). En el grupo A aglutiné los medios
de cultivos (M8, M11, M9, M1, M4 y M6) que reflejaron una buena calidad de

respuesta a la formacion de callos (escala 7). (ver figura 27)
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Como se puede observar en el cuadro XXIV, el grupo B conformado por ocho de
los medios evaluados reflejo respuestas variables en lo que concierne a la calidad
de la respuesta a la induccion de callos. Se presentaron en este grupo calidades

de respuesta entre las escalas 7 a 3 (de buena a baja). (ver figura 27)

En el grupo C, la respuesta a la induccion de callos se registré entre valores

medios (M10, M3 y M2) a bajos (M5 y M7). (ver figura 27)

CUADRO XXIV. COMPARACIONES MULTIPLES POR RANGOS (DUNNETT)
DEL FACTOR MEDIOS DE CULTIVOS PARA LA VARIABLE
RESPUESTA A LA DE INDUCCION DE CALLOS.

MC N MEDIA ESCALA Agrupamiento Dunnett
MEDIA

M8 28 189.6 7 A

M11 28 189.6 7 A

M9 28 171 7 A B

M1 28 170.4 7 A B

M4 28 170.4 7 A B

M6 28 169.1 7 A B

M10 28 144.5 5 B C

M3 28 143.8 5 B C

M2 28 137.3 5 B C

M5 28 118.6 3 B C

M7 28 95.1 3 C

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
MC= Medios de Cultivos
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Para el factor Medios de Cultivos, la respuesta de calidad buena a la induccion de

callos (escala 7) se registr6 en un 54.54 % de los medios, la respuesta de

categoria media (escala 5) se present6 un 27.27 % de los medios y el 18.18 % de

los medios restante se observo una respuesta baja (escala 3).
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MEDIOS DE CULTIVOS
FIGURA 27. AGRUPAMIENTOS DE ACUERDO A LAS ESCALAS

ESTABLECIDAS PARA ESTIMAR LA CALIDAD DE LA
RESPUESTA A LA INDUCCION DE CALLOS PARA EL
FACTOR MEDIOS DE CULTIVOS.
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4.3.3. Interaccién Genotipos vs Medios de Cultivos

Interaccion de Solanum lycopersicum L. var. Rio grande vs Medios de

Cultivos.

La Prueba de Comparaciones Mdultiples por Rangos (Dunnett) reflejé la
conformacion de tres grupos (Cuadro XXV). En el grupo A aglutiné los medios de
cultivos (M8, M3, M4, M2, M6, M1 y M11) que relejaron una respuesta de calidad

buena a la formacion de callos (escala 7). (ver figura 28)

El grupo B conformado por seis de los medios evaluados reflej6 respuestas
variables en la calidad de la respuesta a la induccién de callos. Se presentaron en
este grupo calidades de respuestas buenas (M2, M6, M1 y M11), respuesta de
calidad media (escala 5) en el medio M9 y respuesta de calidad baja (escala 3) en

el medio M10. (ver figura 28)

En el tercer grupo (C) se presentaron calidades de baja a sin respuesta (escalas

3 al)alaformacion de callos. (ver figura 28)
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CUADRO XXV. COMPARACIONES MULTIPLES POR RANGOS (DUNNETT)
PARA LA INTERACCION DE S. lycopersicum L. var. Rio
Grande vs MEDIOS DE CULTIVOS PARA LA VARIABLE
RESPUESTA A LA DE INDUCCION DE CALLOS.

GENOTIPO TRA N MEDIA ESCALA Agrupamiento Dunnett
MEDIA
GiM8 7 555 7 A
G1M3 7 55.5 7 A
GimM4 7 51.5 7 A
Solanum GiM2 7 475 7 A B
lycopersicumL. | GiIM6 7 44 7 A B
var. Rio grande |G1M1 7 44 7 A B
G1M11 7 435 7 A B
GiIM9 7 37 5 A B
GiM10 7 21.5 3 B C
G1IM5 7 18 3 C
GiM7 7 11 1 C

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
TRA= Tratamiento Factorial (Interaccion)

Para la interacciéon de S. lycopersicum var. Rio Grande vs Medios de Cultivos, la
respuesta de calidad buena a la induccién de callos (escala 7) se present6 en un
63.63 % de los medios evaluados, la respuesta de categoria media (escala 5) en
el 9% de los medios, la respuesta baja (escala 3) en el 18.18 % de los medios, y
el 9% de los medios restante no hubo respuesta a la induccién de callos (escala

1).
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FIGURA 28. AGRUPAMIENTOS DE ACUERDO A LAS ESCALAS
ESTABLECIDAS PARA ESTIMAR LA CALIDAD DE LA
RESPUESTA A LA INDUCCION DE CALLOS PARA LA
INTERACCION DE S. lycopersicum L. var. Rio Grande vs
MEDIOS DE CULTIVOS.

Interacciéon de Solanum lycopersicum L. var. Padano vs Medios de Cultivos.
La Prueba de Comparaciones Mdultiples por Rangos (Dunnett) reflej6é la
conformacion de dos grupos (Cuadro XXVI). En el grupo A, se registraron
calidades de respuestas de las escalas 5 a 3 en formacion de callos (de calidad

media a baja). (ver figura 29)
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En el segundo grupo (B), el medio de cultivo M10 presenté una respuesta de

calidad baja a la formacién de callos (escala 3) y en tres medios de cultivos (M2,

M5 y M7) no hubo respuesta a la induccién de callos (escala 1). (ver figura 29)

CUADRO XXVI. COMPARACIONES Ml:JLTIPLES POR RANGOS (DUNNETT)
PARA LA INTERACCION DE S. lycopersicum L. var. Padano
vs MEDIOS DE CULTIVOS’ PARA LA VARIABLE
RESPUESTA A LA DE INDUCCION DE CALLOS.

GENOTIPO TRA N MEDIA ESCALA Agrupamiento
MEDIA Dunnett
G2Mm4 7 51.4 5 A
G2M1 7 51.4 5 A
G2M3 7 49 5 A
Solanum G2M9 7 47 5 A
lycopersicum L. | gam11 7 a7 5 A
var. Padano G2M6 7 443 3 A
G2M8 7 42.3 3 A
G2M10 7 29.2 3 A B
G2M2 7 22.5 1 B
G2M5 7 22.5 1 B
G2M7 7 22.5 1 B

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
TRA= Tratamiento Factorial (Interaccion)
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Para la interaccion de S. lycopersicum var. Padano vs Medios de Cultivos se
observé una respuesta de calidad media a la induccién de callos (escala 5) en el
45.45 % de los medios, una respuesta baja (escala 3) en el 27.27 % de los medios

y en el 27.27 % restante no hubo respuesta (escala 1) a la induccion de callos.
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TRATAMIENTOS

FIGURA 29. AGRUPAMIENTOS DE ACUERDO A LAS ESCALAS
ESTABLECIDAS PARA ESTIMAR LA CALIDAD DE LA
RESPUESTA A LA INDUCCION DE CALLOS PARA LA
INTERACCION DE S. lycopersicum L. var. Padano vs
MEDIOS DE CULTIVOS.
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Interacciéon de Solanum sessiliflorum Dunal vs Medios de Cultivos.

La Prueba de Comparaciones Mudltiples por Rangos (Dunnett) reflejo la
conformacién de tres grupos (Cuadro XXVII). En el grupo A conformado por 9
medios de cultivos, se reflejaron respuestas de calidad alta (escala 9) a respuestas

de calidad buena (escala 7) a la induccion de callos. (ver figura 30)

El grupo B, se registraron respuestas de calidad buena a la induccién de callos
(escala 7) en cinco medios de cultivos (M10, M11, M8, M2 y M7) y una respuesta
de calidad baja (escala 3) en el medio M4. EIl grupo C, se observo calidades de

respuestas de las escalas 3 a 1 (de buena a sin respuesta). (ver figura 30)
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CUADRO XXVII. COMPARACIONES MULTIPLES POR RANGOS (DUNNETT)
PARA LA INTERACCION DE S. sessiliflorum Dunal vs
MEDIOS DE CULTIVOS PARA LA VARIABLE RESPUESTA
A LA DE INDUCCION DE CALLOS.

GENOTIPO TRA N MEDIA ESCALA Agrupamiento Dunnett
MEDIA

G3M6 7 50 9 A
G3M9 7 50 9 A
G3M5 7 50 9 A

Solanum G3M1 7 454 9 A

sessiliflorum | GamM10 7 43.8 7 A B

Dunal G3M11 7 4038 7 A B
G3M8 7 40.8 7 A B
G3M2 7 40.8 7 A B
G3M7 7 40.8 7 A B
G3M4 7 19.3 3 B C
G3M3 7 7 1 C

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
TRA= Tratamiento Factorial (Interaccion)

Para la interaccion de S. sessiliflorum vs Medios de Cultivos se presenté una
respuesta de calidad alta a la induccion de callos (escala 9) en el 36.36 % de los
medios, la respuesta buena (escala 7) en un 45.45 % de los medios, la respuesta
baja (escala 3) en un 9 % de los medios y en el 9 % de los medios restantes no

hubo respuesta (escala 1) a la induccién de callos.
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FIGURA 30. AGRUPAMIENTOS DE ACUERDO A LAS ESCALAS

ESTABLECIDAS PARA ESTIMAR LA CALIDAD DE LA
RESPUESTA A LA INDUCCION DE CALLOS PARA LA
INTERACCION DE S. sessiliflorum Dunal vs MEDIOS DE
CULTIVOS.

Interacciéon de Solanum torvum Sw. vs Medios de Cultivos.

La Prueba de Comparaciones Mudltiples por Rangos (Dunnett) reflejo la
conformacién de tres grupos (Cuadro XXVIII). En el grupo A, tres medios de
cultivos (M11, M4 y M8) registraron una respuesta de calidad alta a la induccion
de callos (escala 9) y dos medios (M10 y M3) con una respuesta de categoria

buena (escala 7). (ver figura 31)
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El grupo B reflejo calidades variables en la respuesta a la induccion de callos. En
este grupo dos medios (M10 y M3) obtuvieron una respuesta de calidad buena
(escala 7), tres medios (M6, M9 y M1) con respuesta fue de categoria media
(escala 5) y en dos medios (M2, M5) la respuesta fue de categoria baja. (ver figura

31)

En el grupo C, la respuesta a la induccion de callos se registré entre valores

medios (M2, M5) a sin respuesta (M7) a la induccion de callos. (ver figura 31)

CUADRO XXVIlIl. COMPARACIONES MULTIPLES POR RANGOS (DUNNETT)
PARA LA INTERACCION DE S. torvum Sw. vs MEDIOS DE
CULTIVOS PARA LA VARIABLE RESPUESTA A LA DE
INDUCCION DE CALLOS.

GENOTIPO TRA N MEDIA ESCALA Agrupamiento Dunnett
MEDIA
G4aM11 7 57 9 A
G4aM4 7 534 9 A
G4M8 7 534 9 A
Solanum G4aM10 7 473 7 A B
torvum Sw. | G4M3 7 41.2 7 A B
G4M6 7 37.6 5 B
G4M9 7 37.6 5 B
G4aM1 7 324 5 B
G4AM2 7 26.3 3 B C
G4M5 7 26.3 3 B C
G4AM7 7 16.6 1 C

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
TRA= Tratamiento Factorial (Interaccion)
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Para la interaccion de S. torvum vs Medios de Cultivos se registré una respuesta
de calidad alta a la induccion de callos (escala 9) en el 27.27 % de los medios,
una respuesta buena (escala 7) en el 18.18 % de los medios, una respuesta de
categoria media (escala 5) en un 27.27 % de los medios, una respuesta baja
(escala 3) en el 18.18 % de los medios y en el 9 % de los medios restantes no

hubo respuesta (escala 1) a la induccion de callos.
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FIGURA 31. AGRUPAMIENTOS DE ACUERDO A LAS ESCALAS

ESTABLECIDAS PARA ESTIMAR LA CALIDAD DE LA
RESPUESTA A LA INDUCCION DE CALLOS PARA LA
INTERACCION DE S. torvum Sw. vs MEDIOS DE
CULTIVOS.
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En la interaccion de los Genotipos vs los Medios de Cultivos (44 tratamientos), la
escala 9 con una respuesta de calidad alta se presentdé dos genotipos (S.
sessiliflorum y S. torvum) en un 15.9 % de tratamientos. La escala 7 con una
respuesta de calidad buena a la induccion de callos se registro en tres genotipos
(S. lycopersicum var. Rio Grande, S. sessiliflorum y S. torvum) en un 31.81 % de

tratamientos.

La escala 5 con una respuesta de categoria media a la induccion de callos se
presento en tres genotipos (S. lycopersicum var. Rio Grande, S. lycopersicum var.
Padano y S. torvum) en un 20.45 % de tratamientos. La escala 3 (Respuesta de
calidad baja) y la escala 1 (Sin respuesta) se presentaron en todos los genotipos,

con 18.18 % y 13.63 % de tratamientos respectivamente.
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4.4. Resultados de la Variable Respuesta a la Generacion de Raices

Adventicias.

Los resultados de la Prueba de Kruskal-Wallis (ANOVA por Rangos) realizado a
la variable Respuesta a la Generacion de Raices Adventicias (Cuadro XXIX)
demuestra que existen diferencias altamente significativas (P<0.01) en los

tratamientos evaluados (efectos simples e interacciones).

CUADRO XXIX. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE KRUSKAL-WALLIS
PARA LA VARIABLE CUALITATIVA RESPUESTA A LA
GENERACION DE RAICES ADVENTICIAS.

FV GL SR MR Valor X2¢ Pr>F

GEN 3 47585.5 154.5 36.377 <0.001 o
MC 10 47585.5 154.5 109.443 <0.001 o
GEN*MC 43 47585.5 154.5 190.3 <0.0001 **
Total 308  47585.5 154.5

* Existen diferencias significativas

** Existen diferencias altamente significativas

NS No hay diferencias significativas

GEN=Genotipos; MC= Medios de Cultivos; R=Rangos
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Como estéd plasmado en la metodologia, en el cuadro VI, la evaluacion de la
Respuesta a la Generacion de Raices Adventicias se fundamenté en la tabla de
categorias reportada por Capote et al., (2003). La misma fue modificada para

facilitar la evaluacion de los resultados para esta investigacion.

Para el caso del presente trabajo se establecieron escalas de 1, 3, 5, 7y 9; siendo
la Escala 1= Sin Respuesta a la Generacion de Raices Adventicias y la Escala 9=

Respuesta Alta a la Generacién de Raices Adventicias. (ver cuadro VI)

Es importante mencionar que los resultados para la variable Respuesta a la
Generacion de Raices estan ordenados de forma ascendente, esto nos indica que
el menor valor se considera el resultado positivo y el mayor valor como un

resultado negativo.

4.4.1. Genotipos

La Prueba de Comparaciones Mdltiples por Rangos (Dunnett) para el factor
Genotipos reflejé la conformaciéon de dos grupos (Cuadro XXX). El grupo A
integrado por S. lycopersicum var. Padano, S. lycopersicum var. Rio Grande y S.
torvum, se obtuvieron calidades bajas a sin respuestas a la generacion de raices

adventicias (escalas 3y 1). (ver figura 32)
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En el grupo B representado por S. sessiliflorum registré una respuesta de calidad

media a la generacion de raices adventicias (escala 5).

CUADRO XXX. COMPARACIONES MULTIPLES POR RANGOS (DUNNETT)
DEL FACTOR GENOTIPOS PARA LA VARIABLE
RESPUESTA A LA GENERACION DE RAICES

ADVENTICIAS.
GENOTIPOS N MEDIA ESCALA Agrupamiento Dunnett
PROMEDIO
G2 77 132.6 1 A
Gl 77 146.3 3 A
G4 77 148.1 3 A
G3 77 1911 5 B

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes

En la figura 26 se pueden observar tanto los grupos, asi como los valores de las

escalas de la variable Respuesta a la Induccién de Callos para el factor genotipos.
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ESCALA PROMEDIO

G2 G1 G4 G3
GENOTIPOS

FIGURA 32. AGRUPAMIENTOS DE ACUERDO A LAS ESCALAS
ESTABLECIDAS PARA ESTIMAR LA CALIDAD DE
RESPUESTA A LA GENERACION DE RAICES
ADVENTICIAS PARA EL FACTOR GENOTIPOS.

4.4.2. Medios de Cultivos

La Prueba de Comparaciones Mdultiples por Rangos (Dunnett) reflej6é la
conformacién de tres grupos para el factor Medios de Cultivos (Cuadro XXXI). En
el grupo A, la respuesta a la generacion de raices no se presento en cinco medios
de cultivos (escala 1) y en tres medios la respuesta fue de categoria baja (escala

3). (ver figura 33)
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En grupo B estuvo representado por 5 medios de cultivos, en tres medios (M6,
M10, M9) se presentd una baja respuesta (escala 3) y en dos medios (M11, M4)
la respuesta a la generacion de raices adventicias fue de categoria media (escala

5). (ver figura 33)

En el tercer grupo (C), en dos medios (M11, M4) se registré una respuesta de
categoria media y el medio M3 con una buena repuesta a la generacion de raices

adventicias. (ver figura 33)
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CUADRO XXXI. COMPARACIONES MULTIPLES POR RANGOS (DUNNETT)
DEL FACTOR MEDIOS DE CULTIVOS PARA LA VARIABLE

RESPUESTA A LA GENERACION DE RAICES
ADVENTICIAS.

MC N MEDIA ESCALA Agrupamiento Dunnett

PROMEDIO

M7 28 121 1 A

M5 28 121 1 A

M2 28 121 1 A

M1 28 125.5 1 A

M8 28 126.7 1 A

M6 28 143.8 3 A B

M10 28 149.3 3 A B

M9 28 155.3 3 A B

M11 28 187.2 5 B C

M4 28 220.3 5 B C

M3 28 228.4 7 C

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
MC= Medios de Cultivos

En el factor Medios de Cultivos no hubo respuesta a la generacion de raices

adventicias (escala 1) en el 45.45 % de los medios, la respuesta baja (escala 3)

se presentd en el 27.27 % de los medios, la respuesta de categoria media (escala

3) se registro en el 18.18 % de los medios y el 9 % de los medios restante se

observo una respuesta buena (escala 7).
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FIGURA 33. AGRUPAMIENTOS DE ACUERDO A LAS ESCALAS

ESTABLECIDAS PARA ESTIMAR LA CALIDAD DE
RESPUESTA A LA GENERACION DE RAICES
ADVENTICIAS PARA EL FACTOR MEDIOS DE CULTIVOS.

4.4.3. Interaccién Genotipos vs Medios de Cultivos

Interaccién de Solanum lycopersicum L. var. Rio grande vs Medios de

Cultivos.

La Prueba de Comparaciones Mudltiples por Rangos (Dunnett) reflejé la

conformacién de tres grupos (Cuadro XXXII).
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En el grupo A, en ocho medios de cultivos no hubo respuesta a la generacion de
raices adventicias (escala 1) y en el medio de cultivo M9 presenté una baja

respuesta (escala 3). (ver figura 34)

En el grupo B, en el medio M9 se observé una baja respuesta a la generacion de
raices adventicias (escala 3) y el medio M4 con respuesta de calidad media
(escala 5). En el grupo C, el medio M4 obtuvo una respuesta de categoria media
(escala 5) y en el medio M3 con una buena respuesta a la generacion de raices

adventicias (escala 7). (ver figura 34)
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CUADRO XXXIl. COMPARACIONES MULTIPLES POR RANGOS (DUNNETT)
PARA LA INTERACCION DE S. lycopersicum L. var. Rio
Grande vs MEDIOS DE CULTIVOS PARA VARIABLE
RESPUESTA A LA GENERACION DE RAICES

ADVENTICIAS.
GENOTIPO TRA N MEDIA ESCALA Agrupamiento Dunnett
MEDIA
GlM7 7 325 1 A
GIM5 7 32.5 1 A
G1IM2 7 32.5 1 A
Solanum GIM1 7 325 1 A
lycopersicum L. | GIM10 7 325 1 A
var. Rio grande G1M8 7 325 1 A
GlIM6 7 325 1 A
GlM11 7 374 1 A
GIM9 7 44.1 3 A
GlM4 7 538 5 C
GIM3 7 66.3 7 C

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
TRA= Tratamiento Factorial (Interaccion)

En la interaccion de S. lycopersicum var. Rio Grande vs Medios de Cultivos no
hubo respuesta a la generacién de raices adventicias (escala 1) en un 72.72 % de
los medios evaluados, la respuesta baja (escala 3) en el 9% de los medios, la
respuesta de categoria media (escala 5) en el 9% de los medios y la respuesta

buena (escala 7) en el 9% de los medios.
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FIGURA 34. AGRUPAMIENTOS DE ACUERDO A LAS ESCALAS
ESTABLECIDAS PARA ESTIMAR LA CALIDAD DE
RESPUESTA A LA GENERACION DE RAICES
ADVENTICIAS PARA LA INTERACCION DE S.
lycopersicum L. var. Rio Grande vs MEDIOS DE
CULTIVOS.

Interaccion de Solanum lycopersicum L. var. Padano vs Medios de Cultivos.

La Prueba de Comparaciones Mudltiples por Rangos (Dunnett) reflejo la
conformacién de dos grupos (Cuadro XXXIII). En el grupo A, en nueve medios no
hubo respuesta a la generacion de raices adventicias (escala 1) y el medio M3

con baja respuesta (escala 3). (ver figura 35)
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En el segundo grupo (B), el medio M3 obtuvo una baja respuesta a la generacion
de raices adventicias (escala 3) y en el medio M4 la respuesta fue de categoria

media (escala 5). (ver figura 35)

CUADRO XXXIll. COMPARACIONES MULTIPLES POR RANGOS (DUNNETT)
PARA LA INTERACCION DE S. lycopersicum L. var.
Padano vs MEDIOS DE CULTIVOS PARA VARIABLE
RESPUESTA A LA GENERACION DE RAICES

ADVENTICIAS.
GENOTIPO TRA N MEDIA ESCALA Agrupamiento
MEDIA Dunnett

G2M7 7 36 1 A

G2M5 7 36 1 A

G2M2 7 36 1 A
Solanum G2M1 7 36 1 A
lycopersicum L. | G2M10 7 36 1 A
var. Padano G2MS8 7 36 1 A

G2M6 7 36 1 A

G2M9 7 36 1 A

Ga2mM11 7 41.2 1 A

G2M3 7 41.6 3 A

G2M4 7 58.2 5

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
TRA= Tratamiento Factorial (Interaccion)
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En la interaccion de S. lycopersicum var. Padano vs Medios de Cultivos no hubo
respuesta a la generacion de raices adventicias (escala 1) en el 81.81 % de los

medios, la respuesta baja (escala 3) se present6 en el 9 % de los medios y en el

9 % restante la respuesta fue de categoria media (escala 5).
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FIGURA 35. AGRUPAMIENTOS DE ACUERDO A LAS ESCALAS

ESTABLECIDAS PARA ESTIMAR LA CALIDAD DE
RESPUESTA A LA GENERACION DE RAICES
ADVENTICIAS PARA LA INTERACCION DE S.

lycopersicum L. var. Padano vs MEDIOS DE CULTIVOS.
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Interacciéon de Solanum sessiliflorum Dunal vs Medios de Cultivos.

La Prueba de Comparaciones Mudltiples por Rangos (Dunnett) reflejo la
conformacién de cuatro grupos (Cuadro XXXIV). En el grupo A, en cuatro medios
de cultivos (M7, M5, M2, M1) no hubo respuesta a la generacién de raices

adventicias y en el medio M8 la respuesta fue de categoria baja. (ver figura 36)

En el segundo grupo (B), en el medio M8 se observé una baja respuesta a la
generacion de raices adventicias (escala 3) y en tres medios de cultivos (M10, M6,

M9) se registré una respuesta de categoria media (escala 5). (ver figura 36)

En el grupo C, en tres medios de cultivos (M10, M6, M9) se registré una respuesta
de categoria media (escala 5) y el medio M4 con una buena respuesta a la
generacion de raices adventicias (escala 7). En el dltimo grupo (D), en el medio
M4 presentd una buena y en dos medios (M11, M3) se observaron altas

respuestas a la generacién de raices adventicias (escala 9). (ver figura 36)
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CUADRO XXXIV. COMPARACIONES MULTIPLES POR RANGOS (DUNNETT)
PARA LA INTERACCION DE S. sessiliflorum Dunal vs
MEDIOS DE CULTIVOS PARA VARIABLE RESPUESTA A
LA GENERACION DE RAICES ADVENTICIAS.

GENOTIPO TRA N MEDIA ESCALA Agrupamiento
MEDIA Dunnett

G3M7 7 21.5 1 A
G3M5 7 21.5 1 A
G3M2 7 21.5 1 A

Solanum G3M1 7 249 1 A

sessiliflorum G3MS8 7 27.4 3 A B

Dunal G3M10 7 44.6 5 B C
G3M6 7 45.2 5 B C D
G3M9 7 45.2 5 B C D
G3M4 7 51.2 7 C D
G3M11 7 63 9 D
G3M3 7 63 9 D

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
TRA= Tratamiento Factorial (Interaccion)

En la interaccién de S. sessiliflorum vs Medios de Cultivos no hubo respuesta a la
generacion de raices adventicias (escala 1) en el 36.36 % de los medios, una
respuesta baja (escala 3) en un 9 % de los medios, la respuesta de categoria
media (escala 5) en un 27.27 % de los medios, la respuesta buena (escala 7) en
un 9 % de los medios y en el 18.18 % restante de los medios la respuesta fue de

categoria alta (escala 9).
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FIGURA 36. AGRUPAMIENTOS DE ACUERDO A LAS ESCALAS

ESTABLECIDAS PARA ESTIMAR LA CALIDAD DE
RESPUESTA A LA GENERACION DE RAICES
ADVENTICIAS PARA LA INTERACCION DE S.
sessiliflorum Dunal vs MEDIOS DE CULTIVOS.

Interaccion de Solanum torvum Sw. vs Medios de Cultivos.

La Prueba de Comparaciones Mudltiples por Rangos (Dunnett) reflejo la
conformacién de dos grupos (Cuadro XXXV). El grupo A no hubo respuesta a la
generacion de raices adventicias en ocho medios de cultivos (escala 1). (ver figura

37)
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En el grupo B, en el medio M11 la respuesta fue de categoria media y en dos
medios de cultivos (M4, M3) se observaron buenas respuestas a la generacion de

raices adventicias (escala 7). (ver figura 37)

CUADRO XXXV. COMPARACIONES MULTIPLES POR RANGOS (DUNNETT)
PARA LA INTERACCION DE S. torvum Sw. vs MEDIOS DE
CULTIVOS PARA VARIABLE RESPUESTA A LA
GENERACION DE RAICES ADVENTICIAS.

GENOTIPO TRA N  MEDIA ESCALA Agrupamiento Dunnett
MEDIA
G4Mm7 7 325 1 A
G4M5 7 325 1 A
G4M2 7 325 1 A
Solanum G4aM1 7 325 1 A
torvum Sw. | G4AM10 7 325 1 A
G4M8 7 325 1 A
G4M6 7 325 1 A
G4M9 7 325 1 A
G4M11 7 49 5
G4M4 7 60 7
G4M3 7 60 7

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
TRA= Tratamiento Factorial (Interaccion)
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En la interacciéon de S. torvum vs Medios de Cultivos no hubo respuesta a la
generacion de raices adventicias (escala 1) en el 72.72 % de los medios, la
respuesta de categoria media (escala 5) en un 9 % de los medios y la respuesta
buena (escala 7) a la generacién de raices adventicias se registré en el 18.18 %

de los medios.
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G4M7 G4AM5 G4M2 G4AM1  GAM10 G4M8 G4AM6 G4M9 G4AM11 GAM4  G4M3
TRATAMIENTOS
FIGURA 37. AGRUPAMIENTOS DE ACUERDO A LAS ESCALAS

ESTABLECIDAS PARA ESTIMAR LA CALIDAD DE
RESPUESTA A LA GENERACION DE RAICES
ADVENTICIAS PARA LA INTERACCION DE S. torvum Sw.
vs MEDIOS DE CULTIVOS.
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En la interaccién de los Genotipos vs los Medios de Cultivos (44 tratamientos), en
la respuesta a la generacion de raices adventicias se registré la escala 1 (Sin
Respuesta) en todos los genotipos con un 65.9 % de los tratamientos, la escala 3
(Respuesta Baja) en tres genotipos (S. lycopersicum var. Rio Grande, S.
lycopersicum var. Padano y S. sessiliflorum), la escala 5 (Respuesta Media) en
todos los genotipos con un 13.63 % de los tratamientos, la escala 7 (Respuesta
Buena) en tres genotipos (S. lycopersicum var. Rio Grande, S. sessiliflorumy S.

torvum) y la escala 9 (Respuesta Alta) solo en el Genotipo 3 (S. sessiliflorum).
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4.5. Resultados de la Variable Tipo de Callo.

Los resultados de la Prueba de Kruskal-Wallis (ANOVA por Rangos) realizado a
la variable Tipo de Callo (Cuadro XXXVI) demuestra que hubo diferencias
altamente significativas (P<0.01) entre los tratamientos del factor Medios de

Cultivos y la Interaccion.

CUADRO XXXVI. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE KRUSKAL-WALLIS
PARA LA VARIABLE CUALITATIVA TIPO DE CALLO.

FV GL SR MR Valor X?c Pr>F

GEN 3 47585.5 154.5 5.67 0.129 NS
MC 10 47585.5 154.5 58.183 <0.001  **
GEN*MC 43 47585.5 154.5 245.8 <0.0001 **
Total 308 475855 154.5

* Existen diferencias significativas

** Existen diferencias altamente significativas

NS=No hay diferencias significativas

GEN=Genotipos; MC= Medios de Cultivos; R=Rangos
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Como esta plasmado en la metodologia, en el cuadro VII, la evaluacién de la
variable Tipo de Callo se fundament6 en la tabla de categorias reportada por
Capote et al., (2003). La misma fue modificada para facilitar la evaluacion de los

resultados para esta investigacion.

Para el caso del presente trabajo se establecieron escalas de 1, 3, 5y 7; siendo
la escala 1= Callo Tipo Friable, la escala 3= Callo Tipo Compacto, la escala 5=
Callo Tipo Embriogénico y la escala 7= Ninguno de los anteriores (en muestras

sin respuestas). (ver cuadro VII)

4.5.1. Medios de Cultivos

La Prueba de Comparaciones Mudltiples por Rangos (Dunnett) reflejo la
conformacién de cuatro grupos (Cuadro XXXVII). En grupo A integrado por 5
medios de cultivos (M8, M6, M11, M10, M9) se present6 un callo compacto (escala

3). (ver figura 38)

En el grupo B, tres medios (M10, M9, M1) obtuvieron callos compactos y 2 medios
(M3, M4) presentaron callos embriogénicos (escala 7). En el grupo C, dos medios
(M9, M1) presentaron callos compactos y cuatro medios (M3, M4, M2, M5) con
callos embriogénicos. En el grupo D (M2, M5, M7) se registraron callos

embriogénicos. (ver figura 38)
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CUADRO XXXVII. COMPARACIONES MULTIPLES POR RANGOS (DUNNETT)
DEL FACTOR MEDIOS DE CULTIVOS PARA LA
VARIABLE TIPO DE CALLO.

MC N MEDIA ESCALA Agrupamiento Dunnett
MEDIA

M8 28 103.8 3 A

M6 28 113.7 3 A

M11 28 114.3 3 A

M10 28 115.1 3 A B

M9 28 148.8 3 A B C

M1 28 165.2 3 B C

M3 28 168 5 B C

M4 28 171.2 5 B C

M2 28 185.6 5 C D

M5 28 185.6 5 C D

M7 28 228.1 5 D

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
MC= Medios de Cultivos

En el factor Medios de Cultivos, el callo compacto (escala 3) se presenté en un
54.54 % de los medios y en el 45.45 % de los medios restantes se observé el callo

embriogénico (escala 5).
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FIGURA 38. AGRUPAMIENTOS DE ACUERDO A LAS ESCALAS
ESTABLECIDAS PARA ESTIMAR LA CALIDAD DEL TIPO
DEL CALLO DEL FACTOR MEDIOS DE CULTIVOS.

4.5.2. Interaccién Genotipos vs Medios de Cultivos

Interaccién de Solanum lycopersicum L. var. Rio grande vs Medios de

Cultivos.

La Prueba de Comparaciones Mudltiples por Rangos (Dunnett) reflejo la
conformacién de cuatro grupos (Cuadro XXXVIIl). En grupo A (M6, M11) se
presentaron callos friables (escala 1), el grupo B aglutiné los medios (M1, M2, M3,
M5) con callos compactos (escala 3) y el grupo C estuvo representados por

medios (M4, M8, M9, M10) con callos embriogénicos (escala 7). (ver figura 39)
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En el grupo D (M7) no hubo respuesta a ningun tipo de callo debido a que S.

lycopersicum var. Rio Grande no respondio6 a la induccién de callo en el medio de

cultivo M7. (ver figuras 28 y 39)

CUADRO XXXVII. COMPARACIONES MULTIPLES POR RANGOS

(DUNNETT) PARA LA INTERACCION DE S.
lycopersicum L. var. Rio Grande vs MEDIOS DE
CULTIVOS EN LA VARIABLE TIPO DE CALLO.

GENOTIPO TRA N MEDIA ESCALA Agrupamiento Dunnett
MEDIA

G1M6 7 7.5 1 A
GiM11 7 7.5 1 A
GiIM1I 7 285 3 B
GlM2 7 285 3 B

Solanum GiIM3 7 285 3 B

lycopersicum L. | GamM5 7 285 3 B

var. Rio grande |G1M4 7 56.5 5 C
G1IM8 7 56.5 5 C
G1IM9 7 56.5 5 C
G1M10 7 56.5 5 C
GlM7 7 74 7 D

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
TRA= Tratamiento Factorial (Interaccion)
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En la interaccion de S. lycopersicum var. Rio Grande vs Medios de Cultivos se

observo un callo friable (escala 1) en el 18.18 % de los medios evaluados, el callo

compacto (escala 3) en el 36.36 % de los medios, el callo embriogénico (escala

5) en el 36.36 % de los medios y en el 9 % de los medios restantes no hubo

respuesta (escala 7) debido a que no respondieron a la induccién de callos.

[ :]
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2 5 5 5 5
5 5
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3 3 5 3
P | C |
1 1
1 | B |
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(]
BAP (mg/L) B 1 02 0.2 0.1 0 0.1 15 02 1 0|
ANA {mg/L) 1 0.2 0.2 0.1 0.2 0.2 0.3 0.8 2 3 2 |

GIME = G1M11 | G1IM1

G1M2 G1M3 G1MS5 G1v4 G1ms8 GIMg | GIM10 @ GIM7
TRATAMIENTOS

FIGURA 39. AGRUPAMIENTOS DE ACUERDO A LAS ESCALAS
ESTABLECIDAS PARA ESTIMAR LA CALIDAD DEL TIPO
DEL CALLO PARA LA INTERACCION DE S. lycopersicum
L. var. Rio Grande vs MEDIOS DE CULTIVOS.
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Interaccién de Solanum lycopersicum L. var. Padano vs Medios de Cultivos.

La Prueba de Comparaciones Mudltiples por Rangos (Dunnett) reflejo la
conformaciéon de cuatro grupos (Cuadro XXXIX). En el grupo A (M11, M3, M4,
M8) se presentaron callos tipo friable, en el grupo B (M1, M10) los callos fueron
tipo compacto y en el grupo C (M6, M9) se presentaron callos embriogénicos. (ver

figura 40)

En grupo D conformado tres medios (M2, M5 y M7) no hubo respuesta a ningun
tipo de callo debido a que S. lycopersicum var. Rio Grande no respondi6 a la
induccion de callo en estos medios de cultivos antes mencionados. (ver figuras 29

y 40)
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CUADRO XXXIX. COMPARACIONES MULTIPLES POR RANGOS (DUNNETT)
PARA LA INTERACCION DE S. lycopersicum L. var.
Padano vs MEDIOS DE CULTIVOS EN LA VARIABLE TIPO

DE CALLO.
GENOTIPO TRA N MEDI ESCALA Agrupamiento
A MEDIA Dunnett
G2M11 7 14.5 1 A
G2M3 7 145 1 A
G2M4 7 145 1 A
Solanum G2M8 7 14.5 1 A
lycopersicum L. | G2M1 7 35.5 3
var. Padano G2M10 7 35.5 3
G2M6 7 49.5 5 C
G2M9 7 49.5 5 C
G2M2 7 67 7 D
G2M5 7 67 7 D
G2M7 7 67 7 D

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
TRA= Tratamiento Factorial (Interaccion)

En la interaccién de S. lycopersicum var. Padano vs Medios de Cultivos se
observaron callos friables (escala 1) en el 36.36 % de los medios, un callo
compacto (escala 3) en el 18.18 % de los medios, el callo embriogénico (escala
5) en el 18.18 % de los medios y en el 27.27 % de los medios no hubo respuesta

a ningun tipo de callo (escala 7).
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FIGURA 40. AGRUPAMIENTOS DE ACUERDO A LAS ESCALAS
ESTABLECIDAS PARA ESTIMAR LA CALIDAD DEL TIPO
DEL CALLO PARA LA INTERACCION DE S. lycopersicum
L. var. Padano vs MEDIOS DE CULTIVOS.

Interaccion de Solanum sessiliflorum Dunal vs Medios de Cultivos.

La Prueba de Comparaciones Mudltiples por Rangos (Dunnett) reflejé la

conformacién de tres grupos (Cuadro XL). En el grupo A (M6, M9, M10, M8) las

respuestas fueron callos friables, en el grupo B (M2, M5, M7, M1) los callos fueron

tipo compacto y en el grupo C (M4, M3, M11) se presentaron callos embriogénicos.

(ver figura 41)
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CUADRO XL. COMPARACIONES MULTIPLES POR RANGOS (DUNNETT)
PARA LA INTERACCION DE S. sessiliflorum Dunal vs
MEDIOS DE CULTIVOS EN LA VARIABLE TIPO DE CALLO.

GENOTIPO TRA N MEDIA ESCALA Agrupamiento Dunnett
MEDIA

G3M6 7 135 1 A
G3M9 7 135 1 A

Solanum G3mM10 7 135 1 A

sessiliflorum | G3M8 7 21.6 1 A

Dunal G3M2 7 42 3 B
G3M5 7 42 3 B
G3M7 7 42 3 B
G3M1 7 456 3 B
G3M4 7 60.2 5 C
G3M3 7 67.5 5 C
G3M11 7 67.5 5 C

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
TRA= Tratamiento Factorial (Interaccion)

En la interaccion de S. sessiliflorum vs Medios de Cultivos se presentaron callos
friables (escala 1) en el 36.36 % de los medios, un callo compacto (escala 3) en
el 36.36 % de los medios y un callo embriogénico (escala 5) en el 27.27 % de los

medios restantes.
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FIGURA 41. AGRUPAMIENTOS DE ACUERDO A LAS ESCALAS
ESTABLECIDAS PARA ESTIMAR LA CALIDAD DEL TIPO
DEL CALLO PARA LA INTERACCION DE S. sessiliflorum
Dunal vs MEDIOS DE CULTIVOS.

Interaccién de Solanum torvum Sw. vs Medios de Cultivos.

La Prueba de Comparaciones Multiples por Rangos (Dunnett) reflejo la
conformacion de tres grupos (Cuadro XLI). En el grupo A, el medio M10 se
observo un callo friable (escala 1) y tres medios (M8, M11, M9, M6) se presentaron

callos compactos (escala 3). (ver figura 42)
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En el grupo B, tres medios (M11, M9, M6) obtuvieron un callos compactos y cuatro
medios (M4, M3, M2, M5) presentaron callos embriogénicos. En el grupo C, los
medios de cultivos (M4, M3, M2, M5, M1, M7) registraron los callos embriogénicos.

(ver figura 42)

CUADRO XLI. COMPARACIONES MULTIPLES POR RANGOS (DUNNETT)
PARA LA INTERACCION DE S. torvum Sw. vs MEDIOS DE
CULTIVOS EN LA VARIABLE TIPO DE CALLO.

GENOTIPO TRA N MEDIA ESCALA Agrupamiento Dunnett
MEDIA
G4M10 7 18.9 1 A
G4M8 7 21.2 3 A
G4M11 7 21.2 3 A B
Solanum G4M9 7 338 3 A B C
torvum Sw. | G4AM6 7 36.1 3 A B
G4M4 7 42 5 B C
G4M3 7 48.2 5 B C
G4M2 7 48.6 5 B C
G4M5 7 48.6 5 B C
G4aM1 7 54.3 5 C
G4M7 7 56.1 5 C

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
TRA= Tratamiento Factorial (Interaccion)
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En la interaccion de S. torvum vs Medios de Cultivos se registraron callos friables
(escala 1) en el 9 % de los medios, un callo compacto (escala 3) en el 36.36 % de

los medios y un callo embriogénico (escala 5) en el 54.54 % de los medios.
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FIGURA 42. AGRUPAMIENTOS DE ACUERDO A LAS ESCALAS
ESTABLECIDAS PARA ESTIMAR LA CALIDAD DEL TIPO
DEL CALLO PARA LA INTERACCION DE S. torvum Sw. vs
MEDIOS DE CULTIVOS.

127



En la interaccion de los Genotipos vs los Medios de Cultivos (44 tratamientos), la
escala 1 (Callo Friable) se observo en todos los genotipos con un 25 % de los
casos (11 tratamientos), la escala 3 (Callo Compacto) se presenté en todos los
genotipos con un 31.81 % de los casos, la escala 5 (Callo Embriogénico) se
registré6 en todos los genotipos con un 34.09 % de los casos, y la escala 7
(Ninguno) se pudo observar en dos genotipos (S. lycopersicum var. Rio Grande y

S. lycopersicum var. Padano) con un 9 % de los casos.
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4.6. Resultados de la Variable Tonalidad del Callo.

Los resultados de la Prueba de Kruskal-Wallis (ANOVA por Rangos) realizado a
la variable Tonalidad del Callo (Cuadro XLII) demuestra que hubo diferencias
altamente significativas (P<0.01) entre los tratamientos evaluados (efectos

simples e interacciones).

CUADRO XLIl. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE KRUSKAL-WALLIS PARA
LA VARIABLE CUALITATIVA TONALIDAD DEL CALLO.

FV GL SR MR Valor X?c Pr>F

GEN 3 47585.5 154.5 34.544 <.001 o
MC 10 47585.5 154.5 79.183 <.001 o
GEN*MC 43 47585.5 154.5 248.1 <0.0001 **
Total 308 475855 154.5

* Existen diferencias significativas

** Existen diferencias altamente significativas

NS No hay diferencias significativas

GEN=Genotipos; MC= Medios de Cultivos; R=Rangos
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Como esta plasmado en la metodologia, figura 8, la evaluacion de la Tonalidad
del Callo se fundament6é en la Carta de colores de Saavedra (2009) con sus
categorias tonales. La misma fue modificada para facilitar la evaluacion de los

resultados para esta investigacion (ver figura 8).

Para el caso del presente trabajo se establecieron escalas de 1, 3, 5y 7; siendo
la escala 1= Ninguna Tonalidad (muestras sin respuestas), escala 3= Tonalidad
Clara, escala 5= Tonalidad de Sombray la escala 7= Tonalidad Oscura. (ver figura

8)

4.6.1. Genotipos

La Prueba Comparaciones Multiples por Rangos (Dunnett) para el factor
Genotipos reflejo la conformacion de tres grupos (Cuadro XLIII). El grupo A (S.
lycopersicum var. Padano) y el grupo B (S. torvum) obtuvieron con callos de
tonalidad clara (escala 3). El grupo C integrado por S. lycopersicum var. Rio

Grande y S. sessiliflorum presentaron callos con tonalidades de sombra.

130



CUADRO XLIlIl. COMPARACIONES MULTIPLES POR RANGOS (DUNNETT)
DEL FACTOR GENOTIPOS PARA LA VARIABLE
TONALIDAD DEL CALLO.

GEN N MEDIA ESCALA Agrupamiento Dunnett

MEDIA

G2 77 118.5 3 A

G4 77 139.6 3 B

Gl 77 175.2 5 C

G3 77 184.8 5 C

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes

En la figura 43 se puede observar como estan conformados los grupos, asi como

los valores de las escalas para los diferentes genotipos.
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1- Ninguna
3- Ton. Clara

5- Ton. Sombra
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ESCALA PROMEDIO
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FIGURA 43. AGRUPAMIENTOS DE ACUERDO A LAS ESCALAS
ESTABLECIDAS PARA ESTIMAR LA TONALIDAD DEL
CALLO DEL FACTOR GENOTIPOS.

4.6.2. Medios de Cultivos
La Prueba Comparaciones Mdltiples por Rangos (Dunnett) reflejé la conformacion
de cuatro grupos (Cuadro XVLIV). En el grupo A (M7)y B (M11, M4, M3, M8, M9)

presentaron callos con tonalidad clara. (ver figura 44)

En el grupo B, 5 medios (M3, M8, M9, M10, M6) obtuvieron callos con tonalidad
clara y 2 medios (M2, M5) con callos con tonalidad de sombra. En el cuarto grupo

(C) con el medio M1 el callo fue de tonalidad oscura. (ver figura 44)
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CUADRO XLIV. COMPARACIONES MULTIPLES POR RANGOS (DUNNETT)
DEL FACTOR MEDIOS DE CULTIVOS PARA LA VARIABLE
TONALIDAD DEL CALLO PARA LA VARIABLE TONALIDAD

DEL CALLO.
MC N MEDIA ESCALA Agrupamiento Dunnett
MEDIA
M7 28 79.7 3 A
M1l 28 118.8 3 B
M4 28 126.1 3 B C
M3 28 133.8 3 B C
M8 28 154.3 3 B C
M9 28 154.3 3 B C
M10 28 161.7 3 C
M6 28 161.7 3 C
M2 28 181.4 5 C
M5 28 181.4 5 C
M1 28 246.1 7 D

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
MC= Medios de Cultivos

En el factor Medios de Cultivos, la tonalidad clara (escala 3) se present6 en el
72.72 % de los medios, la tonalidad de sombra (escala 5) se present6 un 27.27 %
de los medios y el 9 % de los medios restante se observd una tonalidad oscura

(escala 7).
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FIGURA 44. AGRUPAMIENTOS DE ACUERDO A LAS ESCALAS
ESTABLECIDAS PARA ESTIMAR LA TONALIDAD DEL
CALLO DEL FACTOR MEDIOS DE CULTIVOS.

4.6.3. Interaccion Genotipos vs Medios de Cultivos

Interaccion de Solanum lycopersicum L. var. Rio grande vs Medios de

Cultivos.

La Prueba de Comparaciones Mudltiples por Rangos (Dunnett) reflejo la
conformacién de cuatro grupos (Cuadro XLV). En el grupo A no presento
tonalidad (escala 1) debido a que en el genotipo antes mencionado el medio M7

no hubo respuesta a la induccion de callos. (ver figuras 28 y 45)
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En el grupo B (M4, M6, M8, M9, M10, M11) registr6 callos con tonalidad clara, el
grupo C (M3) presentd callos con tonalidad de sombra, y en el grupo D (M1, M2,

M5) con callos de tonalidad oscura. (ver figura 45)

CUADRO XLV. COMPARACIONES MULTIPLES POR RANGOS (DUNNETT)
PARA LA INTERACCION DE S. lycopersicum L. var. Rio
Grande vs MEDIOS DE CULTIVOS EN LA VARIABLE
TONALIDAD DEL CALLO.

GENOTIPO TRA N MEDIA ESCALA Agrupamiento
MEDIA Dunnett

GIM7 7 4 1 A
GIM4 7 285 3 B
GIM6 7 285 3 B
GIM8 7 285 3 B

Solanum GIM9 7 285 3 B

lycopersicum | GiM10 7 285 3 B

L. GIM11 7 285 3 B

var. Rio grande | g1Mm3 7 53 5 C
GIM1 7 67 7 D
GIM2 7 67 7 D
GIM5 7 67 7 D

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
TRA= Tratamiento Factorial (Interaccion)
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En la figura 45 se puede observar las agrupaciones, asi como los valores de las
escalas para la interaccion de S. lycopersicum var. Rio Grande vs Medios de

Cultivos.

[+ -]
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TRATAMIENTOS

FIGURA 45. AGRUPAMIENTOS DE ACUERDO A LAS ESCALAS
ESTABLECIDAS PARA ESTIMAR LA TONALIDAD DEL
CALLO PARA LA INTERACCION DE S. lycopersicum L. var.
Rio grande vs MEDIOS DE CULTIVOS.

Interaccion de Solanum lycopersicum L. var. Padano vs Medios de Cultivos.

La Prueba de Comparaciones Mdultiples por Rangos (Dunnett) reflejo la

conformacion de tres grupos (Cuadro XLVI).
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En el grupo A (M2, M5, M7) no presento tonalidad debido a que en los medios

antes mencionado no hubo respuesta a la induccion de callos. (ver figura 46)

En el grupo B, conformado por siete medios de cultivos registré callos con
tonalidad clara. En el grupo C, el medio M1 presentd callo con una tonalidad

oscura. (ver figura 46)

CUADRO XLVI. COMPARACIONES MQLTIPLES POR RANGOS (DUNNETT)
PARA LA INTERACCION DE S. lycopersicum L. var. Padano
vs MEDIOS DE CULTIVOS EN LA VARIABLE TONALIDAD

DEL CALLO.
GENOTIPO TRA N MEDI ESCALA Agrupamiento Dunnett
A MEDIA

G2M2 7 11 1 A

G2M5 7 11 1 A

G2M7 7 11 1 A
Solanum G2mM3 7 46 3 B
lycopersicum L. | G2M4 7 46 3 B
var. Padano G2M6 7 46 3 B

G2M8 7 46 3 B

G2M9 7 46 3 B

G2M10 7 46 3 B

G2M11 7 46 3 B

G2M1 7 74 7 C

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
TRA= Tratamiento Factorial (Interaccion)
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En la figura 47 se puede observar las agrupaciones, asi como los valores de las

escalas para la interaccion de S. lycopersicum var. Padano vs Medios de Cultivos.

4] -] ~J [--]

ESCALA PROMEDIO
F -
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3 3 3 3 3 3 3
3
2
1 1 1
1
[ A | B | [_C |
0
0.2 0 0 0.1 0.1 2 1.5 0.2 1 1 0.2
ANA (mg/L) l[X] 0.2 2 0.2 0.3 1 0.8 2 3 0.2 02 |
G2M2  G2M5  G2M7  G2M3  G2M4  G2M6 G2M8  G2M9  G2M10 G2M11 G2M1
TRATAMIENTOS
FIGURA 46. AGRUPAMIENTOS DE ACUERDO A LAS ESCALAS

ESTABLECIDAS PARA ESTIMAR LA TONALIDAD DEL
CALLO PARA LA INTERACCION DE S. lycopersicum L. var.
Padano vs MEDIOS DE CULTIVOS.
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Interacciéon de Solanum sessiliflorum Dunal vs Medios de Cultivos.

La Prueba de Comparaciones Mudltiples por Rangos (Dunnett) reflejo la
conformacioén de tres grupos (Cuadro XLVII). En el grupo A (M3, M11, M4, M7)
se presentaron callos con tonalidad clara (escala 3), en el grupo B (M8, M9, M6,
M10) se registraron callos con tonalidad de sombra (escala 5) y en el grupo C se

obtuvieron callos con tonalidad oscura (escala 9). (ver figura 47)

CUADRO XLVII. COMPARACIONES MULTIPLES POR RANGOS (DUNNETT)
PARA LA INTERACCION DE S. sessiliflorum Dunal. vs
MEDIOS DE CULTIVOS EN LA VARIABLE TONALIDAD DEL

CALLO.
GENOTIPO TRA N MEDI ESCALA Agrupamiento Dunnett
A MEDIA
G3M3 7 10 3 A
G3M11 7 10 3 A
G3M4 7 25 3 A
Solanum G3M7 7 26 3 A
sessiliflorum G3MS8 7 375 5 B
Dunal G3M9 7 375 5 B
G3M6 7 42 5 B
G3M10 7 42 5 B
G3M1 7 66 7 C
G3M2 7 66 7 C
G3M5 7 66 7 C

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
TRA= Tratamiento Factorial (Interaccion)
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En la figura 47 se puede observar las agrupaciones, asi como los valores de las

escalas para la interaccion de S. sessiliflorum vs Medios de Cultivos.
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FIGURA 47. AGRUPAMIENTOS DE ACUERDO A LAS ESCALAS
ESTABLECIDAS PARA ESTIMAR LA TONALIDAD DEL
CALLO PARA LA INTERACCION DE S. sessiliflorum Dunal
vs MEDIOS DE CULTIVOS.
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Interaccién de Solanum torvum Sw. vs Medios de cultivos.

La Prueba Comparaciones Multiples por Rangos (Dunnett) reflejo la conformacion
de dos grupos (Cuadro XLVIIl). El grupo A con 10 medios de cultivos y el grupo

B (M11) presentaron callos de tonalidad clara (escala 3).

CUADRO XLVIIl. COMPARACIONES MULTIPLES POR RANGOS (DUNNETT)
PARA LA INTERACCION DE S. torvum Sw. vs MEDIOS DE
CULTIVOS EN LA VARIABLE TONALIDAD DEL CALLO.

GENOTIPO TRA N MEDIA ESCALA Agrupamiento Dunnett
MEDIA
G4aM1 7 37.5 3 A
G4M2 7 37.5 3 A
G4M3 7 37.5 3 A
Solanum G4M4 7 375 3 A
torvum Sw. | G4M5 7 37.5 3 A
G4M6 7 37.5 3 A
G4AM7 7 37.5 3 A
G4M8 7 37.5 3 A
G4M9 7 37.5 3 A
G4M10 7 37.5 3 A
G4M11 7 54 3 B

Medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes
TRA= Tratamiento Factorial (Interaccion)
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En la interaccion de los Genotipos vs los Medios de Cultivos (44 tratamientos), la
escala 1 (Ninguna Tonalidad) se observé en dos genotipos (S. lycopersicum var.
Rio Grande y S. lycopersicum var. Padano) con un 9 % de los casos (4
tratamientos) que corresponden a los medios de cultivos donde no hubo respuesta

a la induccion de callos.

La escala 3 (Tonalidad Clara) se presento en todos los genotipos con un 63.63 %
de los casos (28 tratamientos) la escala 5 (Tonalidad de Sombra) se registré en
dos genotipos (S. lycopersicum var. Rio Grande y S. sessiliflorum) con un 11.36
% de los casos (5 tratamientos), y la escala 7 (Tonalidad Oscura) se pudo observar
en tres genotipos (S. lycopersicum var. Rio Grande, S. lycopersicum var. Padano

y S. sessiliflorum) con un 9 % de los casos.
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CONCLUSIONES

. Selogro evaluar la calidad de la respuesta a la induccion de callos de cuatro
solanaceas Solanum lycopersicum L. var. Rio Grande, Solanum
lycopersicum L. var. Padano, Solanum torvum Swartz y Solanum
sessiliflorum Dunal, con diferentes combinaciones de acido 1-
naftalenacético y 6-bencilaminopurina en el medio de cultivo Murashige &

Skoog.

. Se obtuvieron respuestas variables para la calidad a la induccion de callos
en los genotipos, Solanum lycopersicum L. var. Rio Grande, Solanum
lycopersicum L. var. Padano, Solanum torvum Swartz y Solanum
sessiliflorum Dunal, utilizando 11 combinaciones diferentes de acido 1-
naftalenacético y 6-bencilaminopurina en el medio de cultivo Murashige &

Skoog.

Para la variable “Peso Fresco del Callo”, se lograron obtener las mejores
respuestas en las especies Solanum lycopersicum L. var. Rio Grande,
Solanum torvum Swartz y Solanum sessiliflorum Dunal, y en los medios de
cultivo M6, M8 y M11, en los cuales el nivel de BAP fueron sustancialmente

superiores al de ANA. (Efectos simples)
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4. Se obtuvo el mayor “Peso Promedio del Callo” (1,590 mg) con la interaccion
de Solanum lycopersicum L. var. Rio Grande con el medio de cultivo M11,

el cual contenia 0.2 mg/L de ANAy 1 mg/L de BAP.

5. Se lograron las mejores respuestas de los efectos simples en los factores
Genotipos y Medios de Cultivos para la variable Didmetro del Callo, en las
especies Solanum lycopersicum L. var. Rio Grande, Solanum torvum
Swartz y Solanum sessiliflorum Dunal., y en los medios de cultivo, M6, M8

y M11, en los cuales el nivel de BAP fueron superiores al de ANA.

6. El mayor Didmetro Promedio del Callo se obtuvo mediante la Interaccion
de Solanum lycopersicum L. var. Rio Grande vs el medio de cultivo M11 en

el cual el nivel de BAP fue mayor que la concentracion de ANA.

7. Se obtuvo respuestas mayores o iguales a la escala 7 en el 48 % de los
tratamientos factoriales evaluados para la variable “Respuesta a la
Inducciéon de Callos” distribuidos en los genotipos evaluados, Solanum
lycopersicum L. var. Rio Grande, Solanum sessiliflorum Dunal y Solanum

torvum Swartz.
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8. Se logro establecer para la variable “Respuesta a la Generacion de Raices
Adventicias” valores bajos (escalas < 3) en el 73 % de los medios evaluados
cuando se utilizaron las especies Solanum lycopersicum L. var. Rio

Grande, Solanum lycopersicum L. var. Padano y Solanum torvum Swartz.

9. Se lograron obtener en un 25 % de los tratamientos factoriales “Callos
Friables” distribuidos en los genotipos Solanum lycopersicum L. var. Rio
Grande, Solanum lycopersicum L. var. Padano, Solanum sessiliflorum

Dunal y Solanum torvum Swartz.

10.Para la variable cualitativa “Tonalidad del Callo”, los resultados observados
evidenciaron callos de tonalidades claras a tonalidades de sombras
(escalas 3y 5), la tonalidad clara se presentd en un 64 % los tratamientos
factoriales distribuidos en los genotipos Solanum lycopersicum L. var. Rio
Grande, Solanum lycopersicum L. var. Padano, Solanum sessiliflorum

Dunal y Solanum torvum Swartz.

11. Solanum lycopersicum L. var. Padano obtuvo una pobre respuesta en la

formacién de callos evidenciado con bajos pesos frescos y didmetros de

los callos.
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VI.

RECOMENDACIONES

Se sugiere la utilizacion general de los medios M6 (MS mas 2 mg/L de BAP-
1 mg/L de ANA) y el medio M8 (MS més 1.5 mg/L de BAP-0.8 mg/L de
ANA) para obtener una buena formacion de callos friables con baja

presencia de raices adventicias independientemente del genotipo.

Utilizar para Solanum lycopersicum L. var. Rio Grande, el medio de cultivo
M11(MS mas 1 mg/L de BAP-0.2 mg/L de ANA) y el medio M6 (MS mas 2

mg/L de BAP-1 mg/L de ANA).

Usar el medio de cultivo M8 (MS mas 1.5 mg/L de BAP-0.8 mg/L de ANA)

y el medio M6 (MS mas 2 mg/L de BAP-1 mg/L de ANA) para Solanum

sessiliflorum Dunal.

Hacer uso del medio de cultivo M10 (MS mas 1 mg/L de BAP- 3 mg/L de

ANA) para Solanum torvum Swartz.
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VIIl.  ANEXOS.

MEDIO BASAL MURASHIGE & SKOOG

COMPUESTOS mg/L=ppm

Macroelementos

NH4NO3 1650
KNOs 1900
CaClz .2H20 440
MgSO:2 .7H20 370
KH4POs 170

Microelementos

H3sBO3 6.2

MnSO4 .H20 22.3
ZnS0O2 .7H20 8.6

KI 0.83
Na2MoOas .2H20 0.25
CuSO0:2 .5H20 0.025
CoCl2 .6H20 0.025

Hierro

Na2EDTA 37.3
FeSO4 .7H20 27.8

mg/L= miligramos por litro; ppm= partes por millén

ANEXO 1. Composicion del medio basal Murashige & Skoog utilizado en la
presente investigacion.
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1. Prepara tu agua destilada estéril y la cristaleria a utilizar.

2. Preparar las soluciones: Solucion de alcohol al 70%, solucion de hidroxido
de sodio (NaOH) al 2.5% y solucién de Hipoclorito de Sodio (cloro comercial
3.5 %) al 25%, en vasos quimicos de 100 mL.

3. Introduce el agua destilada estéril, la cristaleria y las soluciones preparadas
a la camara de flujo laminar.

4. Vierte la solucién de alcohol al 70% en el vaso quimico que contiene las
semillas contenidas (en gasas o sueltas).

5. Agitar durante 2 minutos y hacer un triple lavado con agua destilada estéril
con agitacion por minimo 45 segundos cada uno.

6. Seguido del ultimo lavado y después de retirar el agua, vierte la solucion
de hidréxido de sodio (NaOH) al 2.5% en el vaso quimico que contiene las
semillas contenidas (en gasas o sueltas).

7. Agitar durante 15 segundos maximo y hacer un triple lavado con agua
destilada estéril con agitacion por minimo 1 minuto cada uno.

8. Después vierte la solucién de Hipoclorito de Sodio (cloro comercial 3.5 %)
al 25% en el vaso quimico que contiene las semillas contenidas (en gasas
0 sueltas).

9. Agitar durante 2 minutos y cinco lavados con agua destilada estéril con
agitacion por minimo 45 segundos cada uno.

10.Por dltimo, mantener las semillas inmersas en agua destilada estéril (si
estan sueltas en el vaso quimico) o en la gasa sobre un papel crespén
hamedo durante la siembra para evitar la deshidratacion del tejido.

11.Nota: utilizar alcohol, cloro comercial e hidroxido de sodio con buena

purezay preferiblemente en primer uso.

ANEXO 2. Protocolo de Castro, (2017), y Arkan Setiaji et al., (2020), entre
otros autores utilizado para la desinfeccion de semillas
germinadas.
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