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RESUMEN

El cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L.) en Chile mantiene una alta rentabilidad y
un sostenido desarrollo. Siendo el injerto tradicional una préctica muy usada, esta puede
presentar algunas desventajas, tales como, altos costo de las plantas, incompatibilidad entre
patron e injerto, efectos negativos sobre la calidad de los frutos, etc. Por otra parte, el
micro-injerto permite investigar la funcién genética y la traduccion de sefiales a larga
distancia, proporciona informacién sobre la compatibilidad de los injertos y el
comportamiento nutricional de las plantas. En basqueda de nuevas tecnologias para injertos
de tomate se planted la siguiente investigacion ‘Establecimiento de un protocolo para el
micro-injerto de tomates (Solanum lycopersicum L.) var. Tomate Rosado sobre patron
‘Maxifort”” permitiendo asi potenciar el conocimiento e innovacion, y detectar los factores
que afectan el éxito de micro-injertos para estas variedades de tomate. La investigacion
consto de dos etapas, Ensayo A y Ensayo B respectivamente, en ambos ensayos se utilizo la
misma metodologia, es decir, desinfeccion de las semillas, siembra, micro-injertacion vy,
pegado del injerto. Se evalué el porcentaje de prendimiento para dos tiempos de
crecimiento en autoinjertos de tomate ‘Maxifort’, a los 19 y 26 dias desde la siembra.
Ademas, se evaluo el porcentaje de prendimiento de tomate var. Rosado sobre patrones
‘Maxifort’ y el efecto de dos concentraciones de sacarosa (30 g L™ y 20 g L™) sobre el
porcentaje de prendimiento y crecimiento promedio (por tratamiento) en estas variedades.
Se determind que no existieron diferencias significativas en los tiempos de crecimiento
desde la siembra sobre el porcentaje de prendimiento en tomates var. Maxifort
autoinjertados. La concentracion de sacarosa en el medio MS si provoco efectos en el
crecimiento de las plantas var. Rosado sobre patron ‘Maxifort’, arrojando mayor
crecimiento en el largo total de las plantas y el largo del esqueje en micro-injertos
suplementados con 30 g L™ de sacarosa. Por otra parte, el porcentaje de prendimiento no se
vio afectado por la concentracion de sacarosa, por ende no demostrd diferencias
significativas entre los tratamientos.

Palabras claves

Porcentaje de prendimiento, Concentracion de sacarosa.



SUMMARY

The cultivation of tomato (Solanum lycopersicum L.) in Chile maintains high profitability
and sustained development. Being traditional grafting a widely used practice, it can present
some disadvantages, such as high cost of the plants, incompatibility between rootstock and
graft, negative effects on the quality of the fruits, etc. On the other hand, micro-graft allows
to investigate the genetic function and the translation of signals at long distances, it
provides information on the compatibility of the grafts and the nutritional behavior of the
plants. In search of new technologies for tomato grafting, the following investigation was
proposed 'Establishment of a protocol for in vitro micro-grafting of tomatoes (Solanum
lycopersicum L.) Rosado Tomato variety on ‘Maxifort’ rootstock’, thus allowing to
enhance knowledge and innovation, and to detect the factors that affect the success of
micro-grafting for these tomato varieties. The investigation consisted of two stages, Test A
and Test B respectively, both trials went through processes of seed disinfection, sowing,
micro-grafting and graft bonding. The percentage of graft bonding was evaluated at two
growing times in tomatoes var. Maxifort autografted, at 19 y 26 days from sowing. In
addition, the bonding percentage of tomato var. Rosado on ‘Maxifort’ standards and the
effect of two concentrations of sucrose (30 g L™ and 20 g L) on the bonding percentage
and growth (per treatment) in these varieties. It was determined that there were no
significant differences in growing time on the autograft bonding percentages in tomatoes
var. Maxifort. The sucrose concentration in the MS medium did cause effects on plants var.
Rosado on a ‘Maxifort’ rootstock growth, yielding greater growth in the total length of the
plants and the length of the cutting in micro-grafts supplemented with 30 30 g L* of
sucrose. On the other hand, the bonding percentage was not affected by the concentration of
sucrose, therefore it did not show significant differences between the treatments.

Key words

Bonding percentages, sucrose concentration.



INTRODUCCION

El tomate fresco en Chile es el tercer cultivo con mayor superficie en el pais con 4.900 ha,
siendo la Regién Metropolitana la que presenta la mayor extension con 1.187 ha (ODEPA,
2019). Chile posee una produccion de 872.485 toneladas de tomate, cuyo rendimiento
promedio para fresco es de 63 t ha?, esta supera a paises como China, Italia, México,
Brasil. En Chile este cultivo mantiene una alta rentabilidad y un sostenido desarrollo hace
mas de una década, obligando a los agricultores a sumar nuevas tecnologias, para asi
mantener sus rendimientos (INIA, 2017).

A nivel mundial, el uso de injertos en hortalizas ha presentado un crecimiento considerable
(Lee, 1994), ya que, proporciona resistencia y/o tolerancia en condiciones de estrés bidtico
(enfermedades y neméatodos) y abidtico (salinidad, bajas temperaturas, sequia) (Moreno et
al., 2015). El injerto considera la union de dos secciones de tejidos vegetales vivientes
permitiendo que se unan, crezcan y desarrollen como una sola planta (Velascos, 2013). El
segmento que aportara las raices en un futuro es conocido como patrén o portainjertos,
mientras que el que contribuye con la parte aérea (hojas y tallo) de la planta se denomina
injerto (Moreno et al., 2015).

Cabe mencionar la relevancia que tiene la humedad relativa y temperatura para el exito del
injerto, siendo ideal entre un 80 a 90% HR y una temperatura Optima entre 25-28°C, esta
influye notablemente en la division celular y, por ende, en la formacion del callo (conexion
entre el vastago y el portainjerto) y la diferenciacion de nuevos haces vasculares (floema y
xilema). Todos estos factores tendran un efecto en la tasa de supervivencia y calidad del
injerto (Villasana, 2010).

El injerto es una practica cultural, siendo un importante componente de los sistemas de
Manejo Integrado de Plagas en los cultivos protegidos de solandceas y cucurbitaceas (Farah
et al., 2008). Muy usado en cultivos de tomate bajo condiciones de invernadero (Villasana,
2010), ya que, posibilita el uso de portainjertos resistente a enfermedades transmitidas
desde el suelo y nematodos, disminuyendo el uso de agroquimicos y por ende el impacto
ambiental del cultivo (Lows y Rivard, 2008). Considerando que un 20% de la superficie
total cultivada de tomate fresco en el pais corresponde a invernadero (INIA, 2017) y que
pueden existir algunas desventajas en el uso del injerto tradicional como el alto costo de las
plantas, incompatibilidad entre patron e injerto, y efectos negativos sobre la calidad de los
frutos (Moreno et al.,, 2015) es relevante realizar investigaciones que potencien la
innovacién y nuevas tecnologias en injertos.

Una potencial forma de estudiar los injertos es a través de micro-injertos. Esta técnica se
desarrollé en 1980 y consiste en colocar en condiciones asépticas un vastago miniaturizado
sobre un patrdn cultivado in vitro o in vivo (Jonard, 1986), el cual proporciona informacion
sobre la compatibilidad de los injertos (Régo et al., 2010) y permite conocer el
comportamiento nutricional de las variedades del patrén, facilitando asi elaborar programas
de fertilizacion acordes a las demandas del cultivar (INIA, 2017). Ademas, la técnica del



micro-injerto se puede utilizar como una herramienta clave para la evaluacion de la funcion
de genes y su traduccion de sefiales a larga distancia en distintos estados de desarrollo y
fisiologicos, un ejemplo de ello fue el estudio realizado en Nicotiana attenuata por Fragoso
etal. (2011).

El cultivo de tejidos in vitro comprende un heterogéneo grupo de técnicas mediante las
cuales un fragmento de tejido (protoplasto, célula, tejido u 6rgano) se cultiva en forma
aseptica, en un medio de composicion quimica definida e incubados en condiciones
ambientales controladas (CIAT 1991). La técnica in vitro permite replicar todos los factores
que inciden en el crecimiento y desarrollo de las plantas, en ausencia de patdgenos por ende
dejando a disposicién material vegetal libre de enfermedades (Castillo, 2004), ademas de
proporcionar una tasa alta de multiplicacion de plantas (Régo et al., 2010). Estas
caracteristicas permiten estudiar y posteriormente introducir al mercado nuevas variedades
de plantas seleccionadas por sus caracteristicas (Holdgate y Zandvoort, 1992).

Existen muchos factores que influyen en el éxito del micro-injerto in vitro, tales como el
procedimiento realizado, la posicion del injerto, tipo de vastago, longitud del véastago,
siendo un factor de gran importancia la edad del vastago (Tanuja et al., 2017). Truong y
Thi (2018) demostraron que al utilizar plantas de tomate de edad 5 dias después de
germinacion permite un mayor éxito del injerto que en plantas con 10 y 15 dias de edad, ya
que, plantas mas jovenes poseen gran capacidad de regeneracion de tejidos. Asi mismo se
evaluo la concentracion de sacarosa presente en el medio de cultivo MS (medio Murashige
y Skoog), determinando que los niveles de sacarosa afectan la tasa de éxito del micro-
injerto. Injertos interespecificos tomate/berenjena y berenjena/tomate alcanzaron las tasas
de éxito mas altas (83% para ambos injertos) en el medio suplementado con 30 g L™ de
sacarosa, seguido por los tratamientos de 20 g L™ (78 y 80%, respectivamente). Por otra
parte, los niveles de sacarosa afectaron el potencial de crecimiento de las plantas,
influyeron ligeramente en el nimero de hojas y drasticamente en el nimero de raices,
longitud de tallo y el crecimiento total de las plantas injertadas, dando excelentes resultados
en medios suplementados con 20-30 g L™ de sacarosa para injertos auto-especificos e
interespecificos. Por otro parte Régo et al. (2010) determind que el medio MS
suplementado con 30 g L™ de sacarosa es el mas adecuado para micro-injertos de Solanum
lycopersicum con método de T invertida, presentando la mayor tasa de supervivencia en
plantas comparadas con micro-injertos estilo bisel.

Basandose en los antecedentes presentados, la presente investigacion describe un protocolo
para la micro-injertacién in vitro de tomate contribuyendo asi con el desarrollo y
conocimiento de la especie y las variedades usadas para el micro-injerto.



Objetivo general

Desarrollar un protocolo para la micro-injertacion in vitro de tomates.

Obijetivos especificos

Evaluar el porcentaje de prendimiento para dos tiempos de crecimiento desde la siembra
del material vegetal, en autoinjertos (micro-injerto) de tomate ‘Maxifort’.

Evaluar el porcentaje de prendimiento para vastagos de tomate ‘Rosado’ sobre patrones de
tomate ‘Maxifort’.

Determinar el efecto de la concentracion de sacarosa en el medio de cultivo sobre el
porcentaje de prendimiento y crecimiento de micro-injertos de tomate ‘Rosado’ (vastago)
sobre patrén ‘Maxifort’.



METODOLOGIA

La investigacion fue realizada durante los afios 2019-2021. Se desarroll6 en el laboratorio
de cultivo de tejidos y el laboratorio de Mejoramiento horticola la Facultad de Ciencias
Agronomicas de la Universidad de Chile, Campus Antumapu, Avenida Santa Rosa 11.315,
comuna de La Pintana, Santiago de Chile.

Materiales

El proyecto consistié en dos etapas, Ensayo A y Ensayo B, para los cuales se dispuso de
los siguientes materiales:

Para el Ensayo A se utilizaron semillas de tomate variedad Maxifort como vastago y
portainjerto. Para el caso del Ensayo B se emplearon semillas de tomate variedad Rosado
sobre patrones de la variedad Maxifort. El tomate ‘Rosado’ es una variedad antigua, de
color rosado, de tamafio grande, piel delgada, con mucha pulpa, muy sabroso y de exquisito
sabor. Es una variedad escasa (Manzur et al., 2016). El tomate ‘Maxifort’ es una variedad
muy utilizada como portainjertos de tomate y berenjena, presenta buen vigor, buen
comportamiento con bajas temperaturas y en condiciones de alta salinidad (Vanina, 2017).
Se utilizé semillas Maxifort ‘RUDE’, con un 90% de germinacion envasada el 06/2016.

Las semillas fueron obtenidas del Banco de semillas Horticolas de la Universidad de Chile
(BSHUCH).

El ensayo se realizé sobre medio MS, el cual ha sido ampliamente utilizado para el estudio
de cultivo de tejidos vegetales, y contiene macronutrientes, micronutrientes y vitaminas
descritos por Murashige y Skoog (1962).

Metodologia

Tratamiento y disefio experimental

Se realizé una primera etapa (Ensayo A) donde se evalué dos condiciones para la micro-
injertacion. Los tratamientos se establecieron en un ensayo con un disefio completamente al
azar (DCA) con tres repeticiones cada uno. El primer tratamiento estaba compuesto de
plantulas con 26 dias de crecimiento al momento del injerto (T1) y el segundo tratamiento
19 dias de crecimiento al momento del injerto (T2), definidos por la cantidad de dias desde
la siembra al momento de la micro-injertacion (Cuadro 1). La unidad experimental



consistié en 12 tubos de ensayo con una planta injertada en cada uno. Todos los injertos
fueron de tipo pua con corte en T.

Cuadro 1. Descripcién de los tratamientos empleados en el Ensayo A, en base a los dias de
crecimiento desde la siembra hasta la micro-injertacion de vastagos var. Maxifort sobre
si mismo.

Tratamiento Véstago Patron Crecimiento plantulas al
momento del injerto
(Dias desde la siembra)
T1 ‘Maxifort’ ‘Maxifort’ 26
T2 ‘Maxifort’ ‘Maxifort’ 19

Se desarrollé una segunda etapa (Ensayo B) donde se evaluaron dos concentraciones de
sacarosa en el medio cultivo (20 g L™ y 30 g L) sobre el crecimiento de micro-injertos y
su impacto en el porcentaje de prendimiento. Para ello se establecieron dos tratamientos
con un disefio completamente aleatorizado (DCA), considerando tres repeticiones cada uno
(Cuadro 2). En este caso la unidad experimental fueron cuatro tubos de ensayo con una
planta cada uno.

Cuadro 2. Descripcion de los tratamientos utilizados en el Ensayo B, con sus respectivos
niveles de concentraciones de sacarosa para la micro-injertacion de vastagos de tomate
‘Rosado’ sobre patrones variedad Maxifort.

Tratamiento Vastago Patron Concentracion de
sacarosa (g L)
T1 ‘Rosado’ ‘Maxifort’ 30
T2 ‘Rosado’ ‘Maxifort’ 20

Manejo del ensayo
Los siguientes pasos fueron realizados para los Ensayos A 'y B:

Desinfeccion de semillas. Las semillas fueron desinfectadas en una botella de vidrio de
200 mL (Figura 1), en 40 mL de solucion de agua destilada estéril mas hipoclorito de sodio
al 20% (V/V) para el Ensayo A 'y 5% (V/V) para el Ensayo B, con una gota de Tween 80 y
colocadas en el agitador durante un periodo de 15 minutos. Posteriormente se realizaron 3
enjuagues con agua destilada esterilizada dentro de la cAmara de flujo laminar (Apéndice I)
para mantener la condicion de asepsia, entre cada enjuague el tubo fue posicionado 5
minutos en el agitador.

Para el Ensayo A se consider0 la desinfeccion de seis grupos de semillas (G1-G6), con 25 a
32 semillas cada uno (Cuadro 3).

Para el Ensayo B se desinfectd un total de 100 semillas de la variedad tomate Rosado en
dos grupos.



Figura 1. Proceso de agitacion de semillas con 20%V/V de cloro para desinfeccion de
semillas ‘Maxifort’, Ensayo A.

Siembra in vitro. Las semillas se sembraron en un medio de cultivo esteril que se
suplementd con 4,43 g L de MS (Murashige y Skoog, 1962), 8 g de agar L%, 0,1 g L de
mio-inositol, 30 g L de sacarosa para el Ensayo A. Para el caso del Ensayo B donde la
concentracion de sacarosa fue uno de los factores a evaluar se utilizaron 30 g L de
sacarosa para el T1y 20 g L™ de sacarosa para el tratamiento T2. Una vez terminado el
proceso de preparacion del medio se ajusté a un pH 5,5 y se verti6 10 mL en cada uno de
los frascos para siembra, se dejaron enfriar y posteriormente fueron refrigerados 24 horas
previas a la esterilizacion en autoclave. Esta esterilizacion eleva la temperatura a 121°C
durante un periodo de 10-20 min, dependiendo del volumen de los objetos (Madigan et al.,
1997).

Para el Ensayo A, la siembra fue efectuada en seis grupos distintos (G1-G6), asignando
tres grupos a cada tratamiento a modo de repeticion. Sembrados en orden T1 y T2
respectivamente en el tiempo para asi cumplir los dias necesarios para ser injertados
(Cuadro 3).

Para el Ensayo B, 40 semillas de tomate var. Rosado fueron sembradas el dia 21 de
diciembre de 2020 y 60 semillas el 29 de diciembre del 2020.

Para ambos ensayos la siembra se realizo en frascos de vidrio dentro de la caAmara de flujo
laminar. Posterior a ella los frascos fueron colocados en la cadmara de crecimiento con una
temperatura de 25 ° C, fotoperiodo 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.



Cuadro 3. Calendario de desinfeccion y siembra del Ensayo A con sus respectivos
tratamientos (T1y T2) y grupos de desinfeccién (G1-G6) para las 3 repeticiones.

T1 T2
Desinfeccidon/Siembra Desinfeccion/Siembra
03/12/20 04/12/20 09/12/20 10/12/20 11/12/20 16/12/20
Gl G2 G3 G4 G5 G6
32 Sem 27 Sem 27 Sem 28 Sem 30 Sem 26 Sem
Total= 3 repeticiones Total= 3 repeticiones

Sem: semillas

Micro-injertacion. Fue efectuada dentro de la camara de flujo laminar, se utilizd un
bisturi hoja 11 mango 3 para la diseccion de las plantas. Se injertdé en la region del
hipocotilo, eliminando los cotiledones para asi evitar crecimiento de yemas laterales, ya
que este crecimiento debe ser descartado al entregar el material vegetal para su cultivo
(Bletsos y Christos, 2008). Las plantas fueron cortadas en dos segmentos (inferior y
superior), y el vastago al ser de tipo pua presentd de 3-4 yemas. Se usaron pinzas
alargadas y puntiagudas esterilizadas para posicionar la variedad sobre el patron,
permitiendo asi la introduccion del material vegetal a los tubos de ensayo.

Para el Ensayo A se usO un total de 46 plantas de tomate var. Maxifort, esto fue
determinado por la baja germinacion presentada. La micro-injertacion se realizo en tres
fechas distintas definidas en el calendario de micro-injertacion presentado en el Cuadro 4.
Las plantas de tomate ‘Maxifort’ se cortaron en dos segmentos (inferior y superior). El
segmento inferior se utiliz6 como patrdn, siendo eliminadas las raicillas formadas durante
el periodo inicial de crecimiento. El segmento superior fue empleado como vastago.

Cuadro 4. Calendario de micro-injertacion del Ensayo A con sus respectivos grupos y
namero total de plantas injertadas por tratamiento.

Fecha de injertacion

22/12/2020 23/12/2020 28/12/2020
Gl G4 G2 G5 G3 G6
2 Pla 7 Pla 12 Pla 11 Pla 8 Pla 6 Pla
Pla: Plantas

Para el Ensayo B se usaron 24 plantas de tomate ‘Rosado’ como vastagos, 12 plantas por
tratamiento. Los segmentos usados como patron fueron obtenidos del material vegetal no
utilizado del Ensayo A y se injertaron a través de un corte tipo plaen T.
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Pegado del micro-injerto. Para determinar una exitosa union patron/injerto es importante
considerar la cohesion del portainjerto y el vastago; la proliferacion de un callo en la union
y diferenciacion vascular entre ambas partes (Villasana, 2010). Para ello se efectud un
monitoreo constante de las plantas.

En el caso del Ensayo A se monitoreo desde la micro-injertacion del primer grupo (G1),
permitiendo determinar si fue efectiva la unidn del injerto en el patron. La evaluacion del
total de plantas fue realizada el dia 06 de enero 2021, cuando las plantas tenian entre 9 y 15
dias de ser injertadas.

Para el Ensayo B la evaluacion del micro-injerto fue realizado en dos fechas distintas, 05 y
el 12 de febrero de 2021, cuando las plantas tenian entre 14 y 21 dias de ser injertadas.

Trasplante y aclimatacion. Para el Ensayo A y B se realizé un trasplante haciendo una
cuidadosa extraccion de la plantas in vitro. Se procuré eliminar el agar de las raices a través
del lavado de estas con agua destilada estéril. Posteriormente se les aplico una solucion de
fungicida (Tebuconazol 2 g y Carbendazima 1 g) de 10 g por 1 L de agua, luego las plantas
fueron colocadas en un vaso de 250 mL de turba. Solo en el caso del Ensayo A se procedio
a la aclimatacion. Es proceso fue realizado paulatinamente, controlando la humedad
relativa, para asi evitar la deshidratacion excesiva del material vegetal y la pérdida de este
segun recomendaciones de Botti, 1992.

Para el proceso de aclimatacion las plantas fueron cubiertas con un vaso (250 mL) limpio y
rociado con fungicida. Esta cubierta permitié mantener una humedad relativa elevada, para
lograr que los cambios fuesen graduales y asi minimizar el estrés y poseer mayor tasa de
sobrevivencia (Castillo, 2004). Ademas, en plantas que presentaban raicillas en la zona del
injerto, se realiz0 poda de estas, ya que es primordial mantener la zona injertada lejos del
sustrato. Posterior a esto las plantas fueron colocadas en la camara de crecimiento en tres
bandejas distintas. Bandeja 1, injertos realizados el 22 de diciembre 2020. Bandeja 2,
injertos del 23 de diciembre 2020. Bandeja 3, injertos del 28 de diciembre 2020. Las
bandejas contenian 5, 12 y 9 plantas respectivamente, fueron regadas con agua potable con
800 mL por bandeja cada 4 dias aproximadamente. Luego de dos semanas en la cAmara de
crecimiento (ex vitro) los vasos que cubrian las plantas fueron desplazados, dejando un
50% expuesto al ambiente.

Se defini6 un porcentaje de aclimatacion por tratamiento, considerando aclimatacion
efectiva con valor de 100% y a la no efectiva con valor 0% por planta.

Muestreos y mediciones

Prendimiento injerto/patron (%). Para determinar el efecto que tuvo el tiempo de
crecimiento al injerto (Ensayo A) y la concentracion de sacarosa en el medio (Ensayo B)
sobre el porcentaje de prendimiento, se consider6 como criterio de evaluacion la
efectividad del injerto.



11

La efectividad del injerto esta definido en base a:

e Presencia de callo. Aparente conexion (visual) de las partes u Organos
combinados, debido a la diferenciacion de parenquima en la unién de estos (Fragoso
et al., 2011), presentado en la Figura 2.

e Sobrevivencia de la planta completa. Se observa unido y vivo el vastago con el
patron.

Se estableci6 que aquellas plantas que cumplan con ‘presencia de callo’ y ‘sobrevivencia de
la planta completa’ se les otorga un porcentaje de prendimiento del 100%, y por el contrario
plantas de tomate ‘sin presencia de callo’ y/o ‘inviables’ (injertos fallidos) 0% de
prendimiento.

Figura 2. Callo bien formado en la zona del injerto de tomate ‘Rosado’ sobre patron
‘Maxifort’. Observado a través de lupa 40X.

Crecimiento. Estas mediciones solo fueron realizadas para el Ensayo B. Permitid
determinar el efecto de la concentracion de sacarosa sobre el crecimiento del micro-injerto.
Se llevaron a cabo las siguientes medidas por planta:

e Largo del esqueje (cm)

e Largo del patrén (cm)

e Largo total de la planta (cm)

Se evalud en tres momentos distintos para ambos tratamientos, ‘tamafio inicial’ dia de la
injertacion (22 de enero 2021); ‘crecimiento intermedio’ dia 14 desde el injerto (05 de
febrero 2021); ‘tamafio final’ dia 21 desde el injerto (12 de febrero 2021). Estas mediciones
fueron consideradas de tipo directas, tal como lo son la altura de la plantas, didmetro del
tallo, nimero de hojas, area foliar, masa seca, etc. (Barraza et al., 2004).
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Contaminacion visual (%). EIl porcentaje de plantas contaminas con hongos y/o bacterias
para cada tratamiento, fue evaluado para ambos ensayos.

Analisis estadistico

Previo a los andlisis estadisticos se verificd el supuesto de distribucion normal de las
variables evaluadas para ambos ensayos (A y B), la homogeneidad de varianza solo fue
evaluada para el Ensayo A. Se determind que las variables cumplen con los criterios de
normalidad y homogeneidad requeridos, con un nivel de significancia de 5%.

Los resultados obtenidos del Ensayo A fueron sometidos a la transformacion de Bliss, y se
utilizé un analisis de varianza para determinar la presencia de diferencias significativas con
un nivel de significancia del 5%. Para el caso de los resultados obtenidos en el Ensayo B se
analizaron a traves de la prueba T-Student para determinar diferencias entre los
tratamientos, también con un nivel de significancia del 5%.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayo A. Efecto del momento de la micro-injertacion de tomate ‘Maxifort’
autoinjertados

Se determiné que no existen diferencias significativas entre injertos a los 26 (T1) o a los 19
(T2) dias de crecimiento (Figura 3). Siendo T2 el tratamiento con menos dias al injerto el
cual presenté un mayor porcentaje de prendimiento (59,45%). Esta tendencia coincide con
el trabajo realizado por Truong y Thi (2018) los cuales demostraron que plantas mas
jovenes poseen mayor éxito en la adhesién del micro-injerto, ya que, en etapas tempranas
posteriores a la germinacion se facilita el proceso de unién del tejido vascular. El
porcentaje de prendimiento fue obtenido del total de datos por tratamiento.
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Figura 3. Porcentaje de prendimiento total de los micro-injertos realizados a los 26 dias de

crecimiento (T1) y 19 dias de crecimiento (T2). No se presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos (p>0,05).

Durante el desarrollo del Ensayo A se presentaron imprevistos, tales como una baja
germinacion (25%) mostrada por las semillas de tomates ‘Maxifort’. Se consideré como un
factor preponderante para esta baja germinacion la concentraciéon de cloro aplicada en el
proceso de desinfeccion 20% V/V, posteriormente se determind reducir su concentracion a
un 5% V/V para el Ensayo B.

Inicialmente se considerd realizar tres tratamientos para el Ensayo A, pero debido a la baja
y lenta germinacién se manifestd una carente disponibilidad de plantas para los
tratamientos, por lo que no fue posible realizar un tercer tratamiento con 12 dias de
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crecimiento desde la siembra. Esto igualmente afecté la cantidad de material vegetal
propuesto para Tl y T2, dejando valores dispares entre las repeticiones y unidades
experimentales de cada uno de ellos. Solo una de las repeticiones ‘R2’ cumplié con el
namero de plantas propuestas (sefialada con * en el Cuadro 5), mostradas en la Figura 4.

Cuadro 5. Numero de plantas micro-injertas y efectividad de los micro-injertos en vastagos
de tomate ‘Maxifort’” autoinjertados con 26 (T1) y 19 (T2) dias de crecimiento.

Tratamiento Repeticion  Plantas injertadas  Plantas con injerto efectivo
(N°) (N°)
T1 R1 2 1
R2" 12 6
R3 9 5
T2 R1 7 4
R2 11 6
R3 6 4

Figura 4. Injertos efectivos realizados el 23 de Diciembre 2020; R2. Tratamientos T1.

Dentro de los criterios utilizados para determinar el porcentaje de prendimiento de los
injertos, fue la presencia de callo y sobrevivencia de la planta completa. Cabe destacar que
la coloracién verde de las hojas no fue considerada un determinante para el éxito de la
micro-injertacion, ya que las plantas al encontrarse en los tubos de ensayo donde la
humedad relativa es cercana al 100% vy la temperatura de la cdmara de crecimiento es
controlada, pueden presentar hojas verdes sin necesidad de existir conexion de los haces
vasculares del patrén y la variedad (Figura 5). Es preciso mencionar que se decidié trabajar
con autoinjertos ya que asi se evitan posibles incompatibilidades entre vastago/patron
(Truong y Thi, 2018), de esta manera se descarta la incompatibilidad como factor
preponderante de injertos infructuosos.
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Figura 5. Injertos no efectivos en un pre ensayo en 2019, sin conexidn vascular pero con
follaje coloracion verde.

Ensayo B. Efecto de la concentracion de sacarosa en micro-injertos de tomate var.
Rosado sobre patrones ‘Maxifort’

En cultivo in vitro es muy importante la adicion de una fuente de carbono al medio de
cultivo, ya que es primordial para el crecimiento y desarrollo de las especies, debido que la
fotosintesis, que es la principal productora de energia para la planta, es insuficiente o
practicamente nula (Singha et al., 1987).

Estudios realizados por Truong y Thi en 2018 definieron lo importante que es la sacarosa
para el éxito de micro-injertos, precisando que los medios suplementados con 20-30 g L
de sacarosa dan excelentes resultados en el crecimiento de las plantas injertadas
(autoespecificos e interespecificos), destacando que la adicion de 30 g L™ dieron plantas de
tomate autoinjertadas longitud de tallo de 6,1 cm en promedio, versus plantas con medios
MS sin sacarosa solo alcanzaron una longitud de tallo de 4,5 cm luego de dos semanas del
injerto.

El éxito del injerto depende en gran medida de la conexion y la formacion de tejidos
vasculares en la unién del vastago/patron. Dado que la conexién del cambium vascular
dara lugar mas tarde al floema y al xilema durante el crecimiento secundario, se requiere
que los vastagos y portainjertos sean de tamafio similar (Melnyk y Meyerowitz, 2015). En
el tomate, los haces conductores estan dispuestos en circulo, alrededor del tallo. Si el
portainjerto y la variedad tienen didmetros similares en la zona de unién, la proximidad
entre los haces vasculares de las dos plantas es maxima y, por lo tanto, la facilidad de la
union también lo es (Miguel et al., 2007).
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Para el desarrollo del Ensayo B fue necesario utilizar como patron segmentos del material
vegetal derivados del Ensayo A. Debido al lento crecimiento presentado en ‘Maxifort’, las
plantas no consiguieron un didmetro de tallo 6ptimo para ser injertadas con vastagos de
tomate ‘Rosado’, siendo esta variedad méas vigorosa y por ende manifestando un didmetro
de tallo superior al de plantas ‘Maxifort” con la misma edad.

Se determind que existieron diferencias significativas entre los tratamientos (T1,30g L'y
T2, 20 g L), consiguiendo un mayor crecimiento en plantas suplementadas con 30 g L
de sacarosa. Luego de 14 dias del micro-injerto se observaron diferencias en el largo total
de las plantas (Figura 6) y asimismo solo a los 14 dias del micro-injerto variaciones en el
largo del véstago entre los tratamientos (Apéndice I1).

Se presentd una leve diferencia pero no significativa (0,4 cm) en el tamafio inicial
promedio de los injertos T1 y T2 (Figura 6). Cabe destacar que el tamafio del vastago
afecta el éxito de los micro-injertos (Khalafalla y Daffalla, 2008), segin el ensayo
realizado por Truong y Thi (2018) determinaron que al comparar vastagos de 0,5y 1,0
cm de largo esta diferencia no afecto la tasa de éxito (%) de los autoinjertos de tomates, el
namero de hojas Yy raices, la longitud del tallo, corroborando asi que hay ciertas diferencias
de tamafio del vastago que no son significativas en el crecimiento de los micro-injertos
(Anexo ).
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Figura 6. Efecto de la concentracion de sacarosa (T1:30 g Lty T2:20 g L?) sobre el largo
total en plantas de tomate ‘Rosado’ micro-injertadas sobre patrones ‘Maxifort’, luego de
14 y 21 dias del injerto. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamiento para una misma fecha (p>0,05).
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Los injertos de tomates var. Rosado sobre patrones ‘Maxifort’ alcanzaron un 58,33% de
prendimiento maximo (Figura 7), con un variacion de 8,33% entre los tratamientos, la cual
no es estadisticamente significativa, arrojando asi que la concentracién de sacarosa en el
medio resulté sin efectos relevantes en el porcentaje de prendimiento.

58.33

50.00

Prendimiento (%6)

T1 T2
Tratamientos

Figura 7. Porcentaje de prendimiento total por tratamiento; T1 con 30 g L™ de sacarosa; T2
con 20 g L de sacarosa. No se presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos (p>0,05).

Trasplante y aclimatacion

Las plantas in vitro se desarrollan sobre un medio gelificado que contiene nutrientes que
permiten mantener un crecimiento heterétrofo de las plantas a diferencia del crecimiento in
vivo que es de tipo autotrofo (Ramos, 2012). Otras caracteristicas propias del cultivo in
vitro son, las condiciones asépticas, bajos niveles de luz a los que esta expuesta la planta,
baja tasa de intercambio gaseoso y alta humedad relativa en la atmosfera del recipiente,
minimas variaciones de temperatura, etc. (Majada y Sanchez-Tames, 2003). Cabe destacar
que las plantas in vitro poseen ineficiencia fotosintética por un bajo desarrollo de
pigmentos en cloroplastos y la presencia de granas desorganizadas en ellos (Preece y
Sutter, 1991), ademas de una reducida capacidad para formar cuticula cerosa (Amara et al.,
1995). Por ello, es importante realizar la aclimatacion a ex vitro de manera gradual para
que las plantas desarrollen adecuadamente sus estomas y cuticula (Sanchez, 2000).

El material vegetal derivado del Ensayo A pudo aclimatarse. Algunas plantas murieron en
el proceso, debido a la diminucion de la HR generado en el cambio a ex vitro o por el
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manejo realizado a la hora del trasplante, ya que, esto implicé manipular invasivamente las
plantas pudiendo romperlas o deteriorarlas. No existieron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos, pero si se observd un mayor porcentaje de
aclimatacion en los micro-injertos de T2 (86,11%) que son aquellos injertos con menos
dias al momento de realizar el injerto (Figura 8).
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Figura 8. Porcentaje de aclimatacion Ensayo A autoinjertos de tomate ‘Maxifort’ realizados
a los 26 dias de crecimiento (T1) y 19 dias de crecimiento (T2). No se presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos (p>0,05).

Es relevante destacar la importancia que tiene el control de los factores ambientales,
buscando simular las condiciones in vitro hasta que las plantas logren adaptarse
paulatinamente a la nueva condicion (Sanchez, 2000). Para el caso del ensayo A recién a la
tercera semana de aclimatacion se destapd la cubierta de las plantas injertadas, esto
permitid asegurar un porcentaje de aclimatacion mayor al 50% en ambos tratamientos
(Figura 9).
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Figura 9. Aclimatacion Ensayo A. 1. Primera semana de aclimatacion, recipientes
completamente cerrados. 2. Tercera semana de aclimatacion, recipientes parcialmente
abiertos.

Durante el periodo de aclimatacién se realizaron dos podas de raices presentes en el callo
(Figura 10), ya que fue importante evitar que el vastago entrar en contacto con el sustrato.

Figura 10. Crecimiento de raicilla lateral presente en la zona de unidn patron/injerto
(flecha), que debio ser eliminada. Observada con aumento de lupa 40X.
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Si bien en el Ensayo B el material vegetal pudo ser trasplantado, del total de plantas un
50% de T1y 58,3% de T2 llegd a esta instancia del manejo, no fue posible aclimatarlas
como en el Ensayo A.

Porcentaje de contaminacion

Fue relevante realizar una desinfeccion de las semillas y un manejo de los ensayos lo méas
prolijo posible. Esto permiti6 mantener las plantas y el medio de cultivo libres de
contaminacién (fitopatdgenos), tanto para el material vegetal previo al injerto como las
plantas ya injertadas.

En el Ensayo A se utilizd una concentracion de cloro de 20% V/V para realizar la
desinfeccion de la semillas y gracias a ello no se presentaron plantas contaminadas (0%) en
la siembra o posteriormente en el injerto, demostrando asi la importancia de un buen
método de desinfeccion del material y una prolija metodologia de trabajo. Posteriormente
para el Ensayo B se redujo la concentracion de cloro utilizado para la desinfeccion a 5%
VIV, por problemas de toxicidad presentados anteriormente en ciertos materiales vegetales.
Esto provocd que se presentara contaminacion en la siembra. Se utiliz6 un total de 70
frascos para siembra, considerando un 10% de contaminacion con fitopatdgenos (Figura
11). Posteriormente, durante el periodo de injerto y crecimiento de las plantas ya injertadas
no se observo contaminacion.

il .

Figura 11. Contaminacion en siembra Ensayo B, 1. Contaminacién por hongos luego de 9
dias desde la siembra. 2. Contaminacion luego de 25 dias desde la siembra,
aparentemente por levaduras.



21

Otras observaciones

Las plantas de tomate manipuladas in vitro son muy propensas a la deshidratacion y al
utilizar un mechero de alcohol dentro de la camara de flujo laminar este aumenta la
temperatura interior, y por ende acorta el tiempo en el cual las plantas estan en una
condicion turgente para ser injertadas. Por ello fue de gran utilidad el uso de un
esterilizador de perlas de vidrio, el cual fue eficaz destruyendo microrganismos/esporas, y
dado que no posee llama no emite calor, ni gases/vapores y no contiene liquidos
perjudiciales en su interior (Cole-Parmer, s/a). Es por estas caracteristicas que evita la
sobreexposicién a temperaturas mas altas, por ende a la deshidratacién del material vegetal
(Figura 12).

Figura 12. Esterilizador de perlas de vidrio utilizado durante toda la investigacion.

Otro punto importante a considerar es el geotropismo de las plantas a la hora de realizar el
injerto. Siempre se debe tener presente la posicion original de los patrones y esquejes.
Dado que los esquejes en ocasiones se manipulan sin hojas y a los patrones ocasionalmente
se cortan sus raicillas, por ello es posible confundir la orientacion de las plantas si no se
tiene el debido cuidado.

También es importante considerar el periodo de permanecia que tienen las plantas in vitro,
ya que es necesario que la disponibilidad de macro y micronutrientes vaya acorde a este.
Fue posible notar que cuando el periodo de cultivo se extendié demasiado las plantas
manifestaron sintomatologia por carencias de nutrientes en sus hojas y tallos a causa del
envejecimiento del medio de cultivo (Figura 13).
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L 4
Figura 13. Planta con follaje blanquecino y éxito en el micro-injerto pre ensayos afio 2019.
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CONCLUSIONES

Micro-injertos realizados a los 12 y 19 dias desde la siembra no manifiestan diferencias
sobre el porcentaje de prendimiento en autoinjertos de tomate ‘Maxifort’.

Concentraciones de sacarosa de 20 y 30 g L™ no manifiestan diferencias sobre el porcentaje
de prendimiento en micro-injertos de tomate ‘Rosado’ sobre patrones var. Maxifort,
presentando porcentajes de prendimiento superiores o iguales a 50% en ambos casos. La
concentracion de sacarosa si afecta el crecimiento de las plantas micro-injertadas,
provocando mejores resultados en medios de cultivo suplementados con 30 g L de
sacarosa frente a aquellos suplementados con 20 g L.

Cabe destacar la importancia de una correcta desinfeccién del material, zona de trabajo y
una prolija metodologia a la hora de ejecutar las actividades y labores definidas para el
trabajo in vitro de manera de evitar contaminaciones.
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Efecto de la concentracion de sacarosa (T1y T2) en el crecimiento de micro-injertos de
tomate var Rosado sobre patrones ‘Maxifort’ Ensayo B.

Fecha de Trat. Conc. Largo Largo Largo patron
evaluacion sacarosa total Vastago promedio
promedi promedio
0
gL e cm e
22/01/21
T2 20 3,38+0,5 1,66 = 0,55 1,72+ 0,4
Tl 30 3,78+ 0,57 1,84 + 0,38 1,93 +0,28
p-valor 0,0844 0,3592 0,1400
05/02/21
T2 20 3,79+0,51b 1,86 +0,33b  193+0,34
T1 30 516+147a 303+151a 2,12+0,4
p-valor 0,0265* 0,0506* 0,2941
12/02/21
T2 20 4,36 £0,64 b 2,44 + 0,63 1,91 +0,22
T1 30 6,82+222a 472 + 2,3 2,10 + 0,37
p-valor 0,0474* 0,0737 0,2983

*Letras distintas para cada fecha indica diferencias significativas entre los tratamientos en cada parametro

evaluado (p-valor <0,05).
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Efecto del tamafio del vastago en la tasa de éxito del micro-injerto reciproco dos semanas
después del injerto.

Grafting Number of

Scionfrootstock Scion size success rate leaves Number of roots  Stalk length Growth
(em) (%) (leaveslplant) (rootsiplant) (cm) observation
Self-grafted tomato 0.5 63 27013 1.0£0.0 5.5+0.20 Wery good
1.0 65 31021 1.1+0.09 46+0.20 Very good
Self-grafted eggplant 0.5 L] 27+033 1.0+00 37+033 Good
1.0 67 251029 1.0x00 471025 Very good

Note: Scion size was the length from shoot tip to the cut hypocoty! fissue.

Fuente: Truong y Thi, 2018.
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