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1 ANTECEDENTES

El tomate de arbol (Solcmum betacenm. Cav.), es un fruta! andino promisorio y de grandes
oportunidades para los productores, gracias a que en los Ultimos afios el consumo de tomate de
arbol ha tenido un incremento sustancial. En ei 2009, la demanda fue de 1,98 kg/persona/afio,
comparado con el 2006 que apenas fue de 0.90 kg/persona/afio, para consumo en fresco y uso
agroindustriai (Lucas et ai, 2010), consecuentemente se aprecia un incremento sostenido de la
superficie cosechada, de 4062 ha en el 2002 a 7172 en el 2010, siendo las principales zonas cie
produccion: Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Tungurah.uay Azuay (MAGAP-INEC-ESPAC, 2010).

El incremento del &rea cultivada ha sido paulatino afio tras afio, no asi los rendimientos que han
mantenido tendencia a la baja, obteniéndose 13.8 t/ha en el 2002 y 5,5 t/ha en el 2010. Entre las
causas principales de las pérdidas se encuentran problemas ocasionados por la susceptibilidad a
enfermedades fungosas. La antracnosis (Collelolrichum spp.) es una de las enfermedades mas
importantes. Este hongo estd ampliamente distribuido en las zonas productoras y es considerado
por muchos productores como el causante de la enfermedad mas destructiva del cultivo,
ocasionando pérdidas entre el 50 y 100% (3NIAP, 2004), limitando de esta manera ei cultivo en
importantes areas de produccion, y obligando a los productores al establecimiento de huertos en
superficies “libres” del patégeno, que en poco tiempo también son infectadas (Proafio, 2008).

Para poder enfrentar el aumento de la incidencia del hongo, es necesario aumentar la tolerancia
de jas plantas, mediante el desarrollo y utilizacién de material resistente (Duvick, 1999). Con estos
antecedentes, en el Programa Nacional de Fruticultura del INIAP, esta realizando investigaciones
enfocadas principalmente a establecer fuentes de resistencia a antracnosis. Para esto se ha
procedido a identificar fuentes de resistencia, basados en estudios de mejoramiento genético
realizados por CORPOICA con germoplasma de tomate de arbol y especies relacionadas, en los
que encontraron genes de resistencia en la especie silvestre Cyphomandra afiilaba y C. materna
(Lobo et al.. 2000). Estos materiales se utilizaron en un plan de cruzamientos con variedades
comerciales de tomate de arbol con el fin de combinar las mencionadas fuentes de resistencia para
obtener lineas especificas y con caracteristicas deseadas (Proafio, 2008).

En el Ecuador, en el 2008-2010 en la Granja Turnbaco del INIAP, se evaluaron y seleccionaron
plantas de segregantes de cruzamientos interespecificos entre S. betciceum por C. miloba y C
materna por S. betacewn. Resultado de estas evaluaciones se dispone de 20 materiales promisorios,
que tienen el potencial para desarrollar una variedad, que presentan resistencia/tolerancia a
antracnosis y buena calidad de fruta (INIAP, 2009). Sin embargo su propagacion no es facil debido
a su naturaleza aldgama, existiendo una polinizacion cruzada del 40 al 60% (Bosh, 1994), que
conduce a una disminucion en la base genética traduciéndose en la pérdida de caracteristicas
deseadas (Tapia, 2004). Consecuentemente la biotecnologia representa una alternativa por ei
potencial de conservar las caracteristicas genéticas y calidad sanitaria de las plantas por medio de la
técnica de cultivo de tejidos que permite obtener plantas idénticas a su progenitor, garantizando
calidad genética, sanitaria y fisiolégica (Oirnos et al., 2008: Lozada. 2010).

El mejoramiento genético clasico en los cuitéos para incrementar resistencia a enfermedades
fangicas, el rendimiento y la calidad, ha jugad-.', un papel preponderante como estrategia para
generar nuevas variedades. No obstante, el cree Iniento de la poblacion mundial y el dir4 meo
desarrollo de las plagas y enfermedades, han hecho que durante los Gltimos afios, ms java
considerado la importancia de integrar a los esquenas clasicos ce investigacion, técnicas modernas
y métodos de la biotecnologia como el cultivo de tejidos, la seleccion in vitro, la ingenieria
genética y los marcadores moleculares, con la finalidad de acelerar el mejoramiento genético y
contar con variedades sobresalientes (Ligarreto, 2001).

La seleccion in vitro como alternativa en la obtencidon de variedades resistentes a enfermedades se

ha incrementado por el avance en los estudios tanto de los procesos de la plantay la biologia de ios
patégenos, como del entendimiento de las interacciones planta-patégeno (Pérez, 1998). Se .han
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realizado estudios in vitro y se han encontrado diferencias entre variedades resistentes y
susceptibles a determinadas enfermedades en condiciones in vitro en cultivos como: papa (Solamim
iuberosum L), cafia de azucar (Saccharmn spp. hibrido), tomate {Lycopersicum scaientim L)
(AJdvarado el al> 2008). Por otro lado, desde el punto de vista practico ia utilizacion de la toxina o
ei filtrado del cultivo de hongos, elimina uno de ios problemas encontrados cuando se trabaja con
el patégeno in vivo como agente selectivo, los cultivos in vitro pueden ser expuesto facil y
uniférmente ai agente selectivo, ya que estos pueden ser incorporados directamente bajo
condiciones controladas (Kosky, 1998),

Para complementar el trabajo del Programa Nacional de Fruticultura en la evaluacidon de
materiales promisorios de tomate de arbol resistentes/tolerantes a antracnosis, se evaluara in vitro fa
resistencia/tolerancia de siete materiales promisorios, con la finalidad de relacionar materiales que
presentardn las caracteristicas de resistencia/tolerancia a esta enfermedad.

2. JUSTIFICACION

La falta de alternativas para el manejo de la antracnosis, es razén suficiente para continuar con
las investigaciones desarrolladas por el Programa de Fruticultura del INLA.P, que hasta el momento
ha identificado y preseleccionado materiales promisorios, que resultaron ser resistentes/tolerantes a
antracnosis. No obstante para el tomate de arbol los procedimientos de mejoramiento convencional
no son sencillos de ejecutar debido a la polinizacion cruzada que dificulta mantener.el genotipo
selecto, por lo tanto, es necesario el estudio de técnicas de cultivo de tejidos que permitan obtener
plantulas de calidad .y con caracteristicas idénticas a sus progenitores.

Los métodos convencionales de mejoramiento de la seleccion en campo que buscan resistencia
a enfermedades son altamente demandantes de tiempo, costosos, y dependen de las fluctuaciones
naturales en ia abundancia del inoculo, ademas el principa! inconveniente es la dispersion de!
patégeno, la infeccion, el desarrollo y expresion de la enfermedad lo que puede influir en ia
manifestacion de una falsa resistencia. Por otro lado, la seleccion in vitro puede ofrecer una
alternativa, debido a que es una técnica donde se puede mantener unidades experimentales bajo
ambientes definidos y rigurosamente controlados que permiten identificar de manera eficiente ja
resistencia a la enfermedad, por la cualidad de exponer directamente sin interaccion con oiros
factores los agentes infectivos a parte que requiere menos esfuerzo y una menor implem'entaeidn
logistica, por consiguiente la alternativa planteada para continuar con el proceso de evaluacion de
la resistencia de los materiales promisorios de tomate de arbol es mediante técnicas de seleccién ir;
vitro pues con esta técnica se puede examinar a mayor profundidad la interaccion planta-patégeno
y ei progreso de laresistencia..

3= OBIJETIVOS
31 OBJETIVO GENERAL

Evaluary seleccionar in vitro materiales promisorios de tomate de arbol (Solairum betacéian. Cavi),
resistentes/tolerantes a Colletotrichum spp.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Evaluar la respuesta de materiales promisorios de tomate de arbol a dos medios de cultivo
para obtener la mayor tasa de multiplicacion en laboratorio

2. Seleccionar in vitro los materiales promisorios de tomate de arbol con mayor grado de
resistencia/tolerancia al ataque de Colletotrichum spp.

3. Evaluar la respuesta de materiales promisorios de tomate de &rbol a dos medios de
enraizamiento para la obtencion de plantulas completas en laboratorio.
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4. HIPOTESIS

HO= No existe respuesta favorable a ios medios de cultivo para la multiplicacién y enraizamientc
m vitro de los materiales promisorios de tomate de arbol.

fi0 = No existe resistencia/tolerancia de los materiales de tomate de arbol a las cepas de
Collelotrichum spp., evaluados a nivel de laboratorio

5. MATERIALES Y METODOS
51 MATERIALES
5.1.1 Materiales bioldgicos

Brotes tiernos de siete materiales promisorios y una variedad comercial de tomate de arbol.
3 Inéculos de Colletotrichum spp.

5.1.2 Materiales de campo

® Tijera de podar 0 Papel absorbente
® Fundas plésticas y Ziploc.
5,13 Materiales de laboratorio
® Agitador ® Pipetay Micropipeia
® Agua destilada estéril ® Probetas
® Alcohol ® Tubos de ensayo
a Bisturis y Pinzas ® Camara de Neubauer
® Cintarollopac y paraiilm 0 Triangulos de vidrio
* Frascos de vidrio ® Microscopio
® Mechero
5.14 Reactivos
« Medio Murashige y Skoog (MS) ® Tween 20.
® Acido ascorbico. © Acido Giberélico (GA3).
® Pantotenato de Calcio. ® Azuicar.
® 6-Benzilamino purina (BAP). 0 Agar-Papa-Dextrosa (PDA)
e Acido Naftalenacético (AMA). © Phyiagei.
® Hipoclorito de Sodio. ® Acido lactico
* Acido indolbutirico (IBA)
5.1.5 Equipos de laboratorio
® Balanza analitica ® pH metro
® Camara de flujo laminar e Plato de agitacion
« Cuarto de crecimiento ® Refrigerador
© Dispensador de medio ® Vortex
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52 METODOLOGIA

5,2.i Caracteristicas de ios sitios experimentales
5.2.1.1 Uhbicacioén
t! estudio se realizara en los laboratorios del Dpto. de Biotecnologia de la Estacion Experimenta!

Sania Catalina ubicada en la provincia de Pieliincha. cantdn Mejia parroquia Cutuglagua. El
material de tomate de arbol sera provisto por el Programa Nacional de Fruticultura.

5.2X2 Condiciones especificas del laboratorio

Temperatura promedio 12Q+2°C
Horas Luz . 16
Intensidad luminosa :2000-3000 lux
Humedad relativa 180 %

5,3 Fases de la Investigacidn.

5.3.1 Fase | Establecimiento y multiplicacion m vitro de materiales promisorios de toma
de arbol a través de técnicas de caltivo de tejidos

5.3.1.1 Factores en Estudio

5.3.1.1.1 Materiales promisorios de tomate de arbol (Sokmum beiacemn. Cav)

0 SI = Segregante Mo-4 0 S5 = SegreganieNo-11
° S2 = Segregante No-6 0 S6 ~Segregante No-14
° S3 = Segregante No-7 ° S7 = Segregante No-18
0 S4 = SegregantéNo-9 ° S8 = Testigo (Anaranjado gigante).

Fuente: (Proafio, 2008)

5.3.1.1.2 Medio de cultivo selectivol

MI= M&S 4- BAP (Q.25mg/l) 4 GA3 (Q.20mg/1) + Pantotenato de Ca (2mg/l) + Sacarosa (30g/
Phytage! (3.5g/1)

M2=M&S + BAP (0.4mg/l) + GA3 (0.6nig/i) + ANA (0.2mg/l) + Tiamina (0.4mg/l) + Sacai

f20g/T) + Phytage! (3.5g/i)

Filente: (Navarro, 2005)

'M&S: Sales de Murashige&Skoog; GAS: Acido Giberélico; BAP: 6-Benzilamino purina; ANA:
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5,3.1,2 Tratamientos

Cuadro 1. Tratamientos para la determinacion de un medio de cultivo para induccién de broies in
vitro de materiales promisorios de tomate de arbol. INIAP, Cutuglagua - Pichincha. 20 !2.

Tratamiento Cadigo Descripcion

Segregante No- 4 Cultivado en: M&S + BAP + GA3 + Pant. de Ca +
TI SIMI Sacarosa + Phytage!

Segregante No- 4 Cultivado en: M&S + BAP + GA3 + ANA +Tiamina
T2 S1IM2  + Sacarosa + Phytasei

Segregante No- 6 Cultivado en: M&S + BAP + GA3 + Pant. de Ca +
T3 S2M1  Sacarosa + Phytagel

Segregante No- 6 Cultivado en: M&S + BAP + GAS + ANA +Tiamina
T4 S2M2  + Sacarosa + Phytage!

Segregante No- 7 Cultivado en: M&S + BAP + GAS + Pant. de Ca +
T5 S3ml Sacarosa + Phytagel

Segregante No- 7 Cultivado en: M&S + BAP + GA3 + ANA +Tiamina
T6 S3M2  + Sacarosa + Phytagel

Segregante No- 9 Cultivado en: M&S + BAP + GA3 + Pant. de Ca +
T7 S4M1  Sacarosa + Phytage!

Segregante No- 9 Cultivado en: M&S + BAP + GAS + ANA +Tiamma
T8 S4M2  + Sacarosa + Phytage i

Segregante No- 11 Cultivado en: M&S + BAP + GA3 4 Pant, de Ca +
T9 S5M1  Sacarosa + Phytagel

Segregante No- 11 Cultivado en: M&S + BAP + GAS + ANA
Tio S5M2  +Tiamina + Sacarosa ~ Phytage!

Segregante No- 14 Cultivado en: M&S + BAP + GAS + Pant. de Ca +
Til Soml Sacarosa + Phytagel

Segregante No- 14 Cultivado en: M&S + BAP + GAS + ANA
T12 S6M2 -Tiamina + Sacarosa - Phytage]

Segregante No- 18 Cultivado en: M&S + BAP + GAS + Pant. de Ca -
TI3 S7M1  Sacarosa + Phytagel

Segregante No- 18 Cultivado en: M&S + BAP + GAS + ANA
Ti4 S7M2  +Tiamina + Sacarosa - Phytagel

Segregante Testigo Cultivado en: M&S + BAP + GAS + Pant. de Ca +
TI5 S8M1  Sacarosa + Phytage!

Segregante Testigo Cultivado en: M&S + BAP + GAS + ANA
TI6 S8M2  -i-Tiamina + Sacarosa - Phytagel

5.3.1.3 Uiiidad Experimental

La unidad experimental estara conformada por un tubo de ensayo de 2.0 cm de diametro y 15 cm de
alto, conteniendo un explante proveniente de yemas axilares o apicales jovenes de cada uno de jos
materiales promisorios y una variedad comercial cié tornate de arbol destinados para la investigacion.

5.3.1.4 Disefio Experimental

Se utilizard un disefio completamente ai azar (DCA), dispuesto en arreglo factorial 2x8 con 5
observaciones por tratamiento.
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£.3.1,5 Analisis Estadistico

Cuadro 2. ADEVA para la evaluacién de medios de induccion de brotes para materiales promisorios
de tomate de arbol. INIAP, Cutugkigua - Pichincha, 2012

Fuente de Variacion (FV) Grados de Libertad (GL)
Total 79
Tratamientos 15
Segregantes (S) 7
Medios de Cultivo (M) J
Sxm 7
Error Experimental 64

5,3,1.6  Anaélisis Fanciomai

Se realizara la prueba de Tukey a! 5%, para tratamientos, segregantes e interaccion (SxM) y DMS rara
medios de cultivo de las variables en estudio que presenten diferencias estadisticas significativas. El
coeficiente de variacidon (CV) se expresara en porcentaje.

53.1,7 Variables a evaluar

5.3.1.7.1 Necrosis/oxidacion (%)

Se establecerd mediante la relacidn porcentual entre ei nimero de explantes neerosados y/u oxidados y
el numero total de explantes sembrados en medio de cultivo (MC). Se evaluara a los 30 dias.

. L Nro. de explantes necrosaclos/oxidados
Necrosis/Oxidacion = — 7----- e S ; X 100
ro. ae explantes sembrados en MC

53.1.7.2 Contaminacion (%)

Se establecera mediante la relacién entre el nimero de expiantes contaminados y el nimero
totai de explantes sembrados en medio de cultivo (MC). Se evaluara a los 15 dias.

Nro. de expiantes contaminados

Nro. de explantes sembrados en Mo

Contaminacion = 100

5.3.1.7.3 Expiantes vivos (%)

Se establecerd mediante la relacidn entre el nGmero de expiantes vivos y el nimero total de expiantes
sembrados en el medio de cultivo (MC). Se evaluara a ios 30 y 45 dias.

Nro. de expiantes reger)zerados Vivos

Nro, ele expiantes sembrados en ML x 100

Explantes vivos =

53.1.7.4 Expiantes con broies (%)

Se establecera el porcentaje cle expiantes con yemas brotadas mediante la relacion entre el nimero de
explantes que presenten brotes y el nimero total de expiantes sembrados en medio de cultivo (MC). Se
evaluard a la 30 y 45 dias.

Nro. de expiantes con brotes regenerados
Brotes I ! -— x 100
Nro.deexplantes sernbrados en MC
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5.3.1;7.5 Tasa de multiplicacién de expiantes

Para el calculo de la tasa de multiplicacion (T'M). se tornardn en cuenta el nimero total de expiantes

y/o brotes que se transfirieron de un subcultivo a otro y en todo el proceso de multiplicacion. Se
evaluara cada 30 dias.

N Nro. total de brotes transferidos N
Nro. total de brotes introducidos anteriormente
5.3.1.7.6 Longitud de! explante (mm)

Se determinara la longitud de cada explante regenerado y se obtendrd un promedio de la longitud de
explantes por cada tratamiento. Se evaluaréa a los 30 y 45 dias.

5,3,1,8 Manejo especifico del experimento

5,3.Lo.1 Obtencién del material

El material a evaluar sera colectado de los materiales promisorios de tomate de arbol existentes en el
Programa Nacional de Fruticultura en la Granja Experimental Tumbaco. Los explantes colectados en
invernadero seran colocados en papel himedo y almacenados en una funda plastica con cierre
hermético para evitar la deshidratacion hasta ser trasladada al laboratorio

5.3.1.8.2 Introduccién del material a condiciones in vitro

Bn esta etapa los materiales seleccionados seran sometidos a un proceso de desinfeccién descrito por
iNavarro (2005) para tomate de arbol (Anexo I). Posteriormente, bajo condiciones de flujo laminar se
procedera a eliminar las hojas y las areas necrosadas por efecto de la desinfeccion, con la ayuda de un
bisturi y pinzas estériles basta obtener apices cauiinares de 0.7 a 1.0 cm de longitud, que comprende ei
meristemo, los primordios foliares y las primeras hojas en desarrollo. Posteriormente, se sembraran en
ios medios descritos para la investigacion, para ja introduccion y multiplicacion m vitro de tomate de
arbol. La descripcion de los medios se detalla en el Anexo Il

5,3.1.8,3 Incubacion

Los tubos de ensayo sembrados se colocaran en el cuarto de crecimiento bajo condiciones controladas
de 20+£2°C de temperaturay 16 horas luz de fotoperiodo, durante siete semanas.

5,3,2 Fase Il. Seleccion de los materiales promisorios de tomate de &rbol para determinas- la
resistencia a antracnosis a través de la inoculacion de Colletotrichum spp.

5,3.2.1 Factores en Estadio

5.3.2.1.1  Segregantes de Tomate de arbol (Sokmum beiaceum. Cav)

51 = Segregante No-4 S5 = Segregante No-11
52 = Segregante No-6 Se =Segregante No-14
53 = Segregante No-7 S7 = Segregante No-1s
54 = Segregante No-9 SS =Testigo (Anaranjado Gigante)

5.3.2.1.2 Cepas del Hongo

H 1—Colletotrichum gloeosporioides ~Sl-CoUetotrichum acutatum
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5.3.2.2 Tratamientos

Cuadro 3. Tratamientos para inoculacion de dos cepas de Colletotrichnm spp en siete segregantes y

una variedad comercial anaranjado gigante (testigo) de tomate de &rbol. iNIAP,
Cuiuglagua - Pichincha, 2012

Tratamiento  Coédigo Descripcién
TI S1H1 Segregante No- 4. inoculado con Colletotrichnm gloeosporioid.es
T2 S1H2 Segregante No- 4. inoculado con Colletotrichnm acutatum
T3 S2H1 Segregante No- 6. Inoculado con Colletotrichum gloeosporioid.es
T4 S2H2 Segregante No- 6. inoculado con Colletotrichum acutatum
T5 S3H1 Segregante No- 7. Inoculado con Colletotrichum gloeosporioides
T6 S3H2 Segregante No- 7. Inoculado con Colletotrichnm acutatum
T7 S4H1 Segregante No- 9. inoculado con Colletotrichum gloeosporioides
T8 S4H2 Segregante No- 9. Inoculado con Colletotrichnm acutatum
T9 S5H1 Segregante No- i 1. Inoculado con Colletotrichum gloeosporioides
TIO S5H2 Segregante No- 1i. Inoculado con Colletotrichnm acutatum
TU SOH1 Segregante No- 14. Inoculado con Colletotrichnm gloeosporioides
T12 S6H2 Segregante No- 14. Inoculado con Colletotrichum acutatum
T13 S7TH1 Segregante No- 18. Inoculado con Colletotrichnm gloeosporioides
T14 S7H2 Segregante No- 18. inoculado con Colletotrichnm acutatum
T15 S8H1 Segregante testigo, inoculado con Colletotrichum gloeosporioides
T16 S8H2 Segregante testigo, inoculado con Colletotrichum acutatum

53,2.3 Unidad Experimental

La unidad experimental estard conformada por un frasco de vidrio en el cual se sembraran cuatro
expSantes provenientes de los materiales promisorios de tomate de arbol regenerados en la primera
rase para su posterior inoculacion con el hongo Collcioirichum spp.

5.3.2.4 Disefio Experimental

Se utilizard un disefio completamente al azar (DCA), dispuesto en arreglo factorial 8x2 cor 3
observaciones por tratamiento.

5.3.2.5 Analisis Estadistico

Cuadro 4. ADEVA para la seleccion ce materiales promisorios de tomate de arbol
resistentes/tolerantes a la inoculacion de 2 cepas del hongo Colletotrichum spp. INIAP,
Cutuglagua - Pichincha, 20 32

Fuente de Variacion (FV) Grados de Libertad (GL)
Total 47
Tratamientos 15
Segregantes (S) /

Cepas de! hongo (H) i
SxH 7
Error Experimental 32

5.3,2.6  Andélisis Funcional
Se realizara la prueba de Tulcey al 5%, para tratamientos, segregantes e interaccion (SxH) y DAS para

cepas del hongo de las variables en estudio que presenten diferencias estadisticas significativas. El
coeficiente de variacién (CV) se expresara en porcentaje.
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ie calculardan los promedios de los materiales promisorios de acuerdo con el porcentaje de
sobrevivencia después de la interaccion con el hongo. Las interacciones serdn evaluadas de acuerdo
con la escala de calificacion definida por Granados (1988), que se detalla en la tabla No-1 y Anexo
m

Tabla 1. Compatibilidad Hongo/Cultivar

INTERACCION CLASE DESCRIPCION ~

: o
INCOMPATIBLE Sin dafio (sana)

Dafio ligero

TOLERANTE Dafo medio

2

3

4 ~
COMPATIBLE Muy dafiada
5

Dafo severo o total

El tipo de interaccion se clasificara como incompatibilidad (resistencia) en caso de que los cultivares
presenten los sintomas de los niveles 1, 2 y la reaccion sera clasificada de compatibilidad
(susceptibilidad) cuando presenten los sintomas cie los niveles 4-5. El nivel 3 tolerancia sera
considerado en caso de que los cultivares presenten un nivel medio de resistencia. Se determinara el
porcentaje de las interacciones compatibles e incompatibles, de acuerdo al nivel de susceptibilidad de
ios materiales promisorios y de la agresividad del inoculo de Colletotrichum spp a la dilacién de
Ix losconidias/ml propuesta para la investigacion comparado con el porcentaje de interacciones del
testigo. La dilucion fue seleccionada de acuerdo a pruebas de patogenicidad realizadas en
investigaciones anteriores (Contreras, 2006).

53.26 Variables a evaluar
5.3.2.6.1 Iniciacion de sintomas de antracHOsi* (dias)

Se registrard el nimero de dias que transcurran desde la inoculacion de ios explantes hasta el
aparecimiento de los primeros sintomas (necrosis) de la enfermedad en hojas y/o tallos. Los primeros
sintomas se considerardn cuando se observen pequefias manchas o depresiones.

5.3.2.6.2 Iniciacion de signos de la enfermedad (dias)

Se registrard el nimero de dias que transcurran desde la inoculacién hasta el aparecimiento de ios
primeros signos de la enfermedad en ios expiantes. Es decir cuando se observe la esporulacion del
hongo caracteristica constituida de un polvillo rosado salmén.

5.3,2,6.3 Incidencia de Imenfermedad (%)

Durante el crecimiento del explante, en cada frasco, se contabilizard el nimero de explantes que
presenten la enfermedad, ademas se obtendra el porcentaje de explantes infectados en relacidn ai lotal
de explantes inoculados. Las lecturas se realizardn cada 15 dias para determinar la curva de evolucion
de la enfermedad.

. . Suma de expiantes enfermos
Incidencia = — x 100
Suma te tal de explantes

5.3.2.7 Manejo especifico del experimento

5,3,2,7.1 Preparacion del material vegetal in viiro para determinar la resistencia a
Coleioirichum spp., en materiales promisorios de tomate de arbol.
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Jara preparar el material vegetal para la inoculacidn in vitro se trasladard el material sano y libre de
contaminacién de ios tubos de ensayo a frascos de vidrio ele un diametro de 10cm. con medio basico
ce cultivo M&S. Cada frasco constara de cuatro cortes de yemas adventicias o axilares, con un espacio
cie separaciéon de 2 a 3 cm., entre cortes y entre paredes internas del frasco. Las condiciones de
crecimiento in vitro seran de 20° C, 16 horas luz y s de oscuridad. Las plantas que presentan buen
crecimiento y de 2 a 3 hojas seran usadas para ia inoculacion.

5,3.2,7.2 Recolecciéon de maestras

Los aislamientos se obtendran a partir de frutos infectados de tomate de arbol muestreados en campo,
y que presenten lesiones tipicas de ia antracnosis. Las muestras seran colectadas en la provincia de
Pichincha sector Tumbaco donde se reporta incidencia del patégeno. Para su recoleccién se utilizaran

tundas plasticas selladas, las cuales se identificaran y almacenaran, para su posterior traslado al
laboratorio.

5,3.2.73 Aislamiento de la cepa

Para realizar esta investigacion se utilizara cepas del hongo causante de la antracnosis (CoUetoirichum
spp), muestreadas en campo, aisladas y purificadas en el laboratorio de Biologia Molecular del DNB,
con ia colaboracién del Departamento de Proteccion Vegetal. Para el aislamiento del hongo, a partir de
frutos infectados, se preparardn pequefias secciones de tejido semiafectado de aproximadamente 0.3
cor, las cuales seran desinfectadas con una solucién de hipoclorito de sodio al 1% durante dos
minutos con el fin de eliminar ta flora normal presente en el tejido, e inmediatamente se enjuagaran
con agua destilada esterilizada. En ia camara de flujo laminar se depositaran cinco pedazos en forma
equidistante en cajas petri con medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) que mantiene un pH 5.6.
Las cajas petri se sellardn con parafilm e etiquetaran y por dltimo se transferirdn a una cadmara de

crecimiento a 24 °C en oscuridad durante 5-8 dias hasta observar e! desarrollo de las colonias del
hongo.

53.2.7.4 Purificacion de la cepa

Transcurridos los ocho dias se procedera a seleccionar las mejores colonias, en base a caracteristicas
macroscépicas como el color, que debe presentarse gris claro en el caso de CoUetoirichum
gloesporioides y rosado o salmén para C. acniatum, ia forma del micelio, tipicamente velloso e
inmergido en el medio de cultivo; y microscépicas corno la forma de las conidias, que deben ser
citindiicas. identificado la esporuiacion, se procedera a realizar un cultivo monospoérico, sembrando en
una caja con PDA una suspension diluida de conidias para obtener colonias que se originan de una
sola conidia, lo que se lograra seleccionando a través de un estéreo microscopio esporas individuales.
Los aislamientos monospdricos serdn multiplicados en PDA para la inoculacidn.

53.2.7.5 ldentificacion molecular del género CoUetotrichmi spp.

Aislado, purificado y reconocido el género CoUetoirichum spp.se identificard la especie con la que
contamos, mediante técnicas de identificacidn molecular. Para establecer si las cepas corresponden a
ia especie gloeosporioides o acutaiim que son las de mayor incidencia en el tomate de arbol. La
metodologia a utilizar es la reportada por Afanador el al (2006); Brown el al (1996). Anexo V.

53.2.7.6 Preparacion de la concentracion dei inoculo

A partir de un cultivo de Colletoirichvm spp., puro en caja, el inoculo se preparara afiadiendo agua
destilada a las cajas petri y raspando las conidias con una espatula, luego se determinara la
concentracién de esporas de la suspensién en una cdmara de Neubauery se disolvera en 9mL de agua
destilada estéril, obteniéndose asi una solucibn madre de ia cual se derivardan la dilucién de
i ><IOmonidias/mi. (Contreras, 2006).
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5.3.2.7.7 Inoculacién

Para la inoculacién in viiro, dos hojas de cada planta seran inoculadas mediante una pipeta de 10uL.
Se colocard una gota por hoja de una suspension de conidias/ml, sobre el lado adaxial. Una vez
realizada la inoculacion, las plantulas se colocardn por tres dias en cadmara de incubacién a una
temperatura de 20-22 °C y a una humedad relativa sobre el 90%. Siete dias después de 'lainoculacion
se realizard la evaluacién. La preparacion del inoculo y la inoculacién serdn desarrolladas en
condiciones estériles. Los frascos con las plantas inoculadas in Mitro serdn incubadas en una camara
con i6 horas de luz y 8 de oscuridad a 16° C. Se anotaran los resultados de resistencia y
susceptibilidad a ios 6 u s dias post-inoculacion.

53.2,8. Evaluacion de la resistencia

Se evaluara el grado de infeccion que presentan los explantes y de acuerdo a la tabla No-i se
determinaré el material con mayor grado de resistencia en base a la sintomatologia que presenten.

5.3,3 Fase IlIl. Induccién de raices en materiales promisorios de tomate de arbol,
seleccionados en funcidn de sa resistencia/tolerancia a Colletotrichum spp.

Considerando que la bibliografia menciona que el tomate de arbol es una especie que no presenta
inconvenientes el momento del enraizamiento in vitro y por cuestiones de presupuesto, esta fase
contemplard el manejo de dos materiales promisorios que presenten las mejores caracteristicas de
resistencia/tolerancia a antracnosis con la finalidad de establecer el medio indicado para obtener una
mayor tasa de enraizamiento.

5.3.3.1 Factores en Estudio
3.3.3.1.1 Segregantes de Tomate de arbol {Solmium beiaceum. Cav)
S| = Segregante No-1 S2 = Segregante No-2

5.3.1.1.2 Medio de Enraizamiento:

El= M&S + IBA (0.5mg/l) + Sacarosa (30g/i) + Phytagel (3.5g/i)
E2= M&S + IBA (1.Omg/1) + Sacarosa (30g/l) + Phytagel (3.5g/1)
Fuente: Benitez, (2012)2

5.3.3.2 Tratamientos

Cuadro 5 Tratamientos para la determinacién de un medio de cultivo para induccion de raices in
viiro de materiales promisorios de tomate de arbol. INIAP, Cutuglagua- Pichincha. 20 i2.

Tratamiento Codigo .Descripcién

Segregante seleccionado No-1 Cultivado en: M&S a IBA (0.5mg/l)
Tl SIEI + Azucar (30g/l) i Phytagel (3.5g/1).

Segregante seleccionado No-2 Cultivado en: M&S + IBA (G.5mg/1)
T2 S2E1 + Azucar (30g/l) f Phytagel (3.5g/i).

Segregante seleccionado No-1 Cultivado en: M&S + IBA (1.0mg/l)
T3 S1E2 - Azlcar (30g/l) + Phytagel (3.5g/j).

Segregante seleccionado No-2 Cultivado en: M&S + IBA (1.Omg/1)
T4 S2E2  + Azlcar (30g/t) i Phytagel (3.5g/l).

M&S: Sales de Murashige&Skoog, IBA: Acido indoibutirico
’Benitez, J. 2012. Responsable del Laboratorio de Cultivo de Tejidos. Dpto. de Biotecnologia INIAP. Com. Pers.
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53.3.3 Unidad Experimental

La unidad experimental estard conformada por un tubo de ensayo de 2.0 em de didmetro y 15 cm de
alio, conteniendo un brote de cada uno de los materiales promisorios de tomate de arbol seleccionados.

533.4 Disefio Experimental

Se utilizard un disefio completamente al azar (DCA), dispuesto en arreglo factorial 2x2 con 10
observaciones por tratamiento.

5.33.5 Analisis Estadistico

Cuadro 6. ADEVA para la evaluacion de dos medios de enraizamiento para materiales promisorios
de tomate de arbol. IMAP, Cutuglagua- Pichincha, 2012

Fuente de Vanadon (FV) Grados de Libertad (GL)
Total 39
Tratamientos 3

Segregantes S i
Medios de enraizamiento E i
SxE 2
Error Experimenta! 36

533.6 Analisis Funcional

Se realizara la prueba de Tukey a! 5%, para tratamientos y DiVIS para medios de cultivo, segregantes e
interaccion SxE de las variables en estudio que presenten diferencias estadisticas significativas. El
coeficiente de variacion (CV) se expresara en porcentaje.

533.7 Variables a evaluar
5.3.3.7.1. NUmero de brotes con emisién de raices (%}

Se contabilizara el nimero de plantulas que desarrollen raices a ios 30 y 45 dias de haber sido
sembrado el brote en medio de enraizamiento (ME).

Nro. brotes con emisiéon de raices

----- — x 100

Brotes con raices = p— :
Nro. de brotes sembrados en ME

533.7.2 Longitud de raices (mrai)

Se determinara la longitud de la raiz principal a ios 30 y 45 dias haber sido sembrado el brote en
medio de enraizamiento. Se utilizard una regia milimelrada, y la medida se expresara en milimetros.

533.73 Numero de rafees

Se contara el numero de raices de cada brote, a los 30 y 45 dias de haber sido sembrados.

5.33.8 Manejo Especifico del Experimento

5.3,3.8.1 Transferencia de brotes

Finalizado el establecimiento y multiplicacion de brotes, estos seran cultivados en medio basico IVI&S,

sin hormonas, para reducir la concentracién hormonal presente en el tejido. Se realizaran suben it;vos a
las 4 semanas a medios frescos de igual composicién quimica, durante dos meses.
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5.3.3.8.2 Sembrado de brotes

Los brotes obtenidos de los materiales promisorios de tomate de arbol seleccionados seran cultivados
en medios de enraizamiento, los cuales seran un medio basico M&S, suplementado con dos
concentraciones de Acido indolbutirico (IBA). (Anexo IV). El pH del medio se ajustarda a 5.7 y
posteriormente, se esterilizara en autoclave a 12i°C y 15 PSI (1.5Kg crn-2) de presion durante 20
minutos.

53.3.8,3 Incubacion

Los tubos sembrados se colocaran en el cuarto de crecimiento bajo condiciones controladas de 25+ !°C
de temperatura, 16 horas luz de fotoperiodc, durante 30 dias.

14
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6, CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividades

Elaboracion del perfil del proyecto
Revision y correccion del proyecto
Presentacion y aprobacidén

Pruebas preliminares
Recolecciéon de material
Preparacion de medios de cultivo

Introduccion de explantes a condiciones in

Mitro

Induccion de brotes
incubacion

Torna de datos

Preparacion de medio

Captura y aislamiento de cepas de
Colletotrichum spp.

Purificacion de Colletotrichum spp.
Identificacién molecular de Colletotrichum

PP- IO

Inoculacion de Colletotrichum spp.
Incubacién
Toma de datos

Preparacion de medio
induccion de Raices
Incubacion

Toma de datos

Revision Bibliografica
Analisis de resultados
I Escritura de j'K~'v-r-fia
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Mes 2
Semana

Fase f induccion de brotes de materiales promisorios de Tomate de arbol

Fase Il Seleccién de materiales promisorios de Tomate de arboi

Fase !ii induccién de raices en materiales promisorios de Tomate de arboi

Mes 3

Semana
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K

Mes 4 Mes 5

Semana Semana
1234 1234 1234123412

ol e

Escritura de tesis

4 1 2

Semana

Mes 9 Mes 10 Mes 11 Mes 12
Semana Semana Semana Semana
2 34 12341234102 314
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7, PRESUPUESTO.

Cuadro 7. Personal

Rubro Descripcion Precio Unitario Cantidad Total
Tesista Mensual 323.80 12 3385.6
Subtotal 3885.6

Cuadro 8. Reactivos

Rubro ~ :Biescriociors Precio Unitario Cantidad . Total

Medio M&S 50 litros 260 i 260
Phytagei a 0.50 120 60

Tiamina ITia 0.48 25 12
6-Benciladenina (BAP) 1712 0.18 200 36
Alcohol sal 5.6 10 56
Hipoclorito de sodio sal 1 1 1
Tween 20 mi 0.60 15 9

Acido ascorbico c 0.9 40 36
Benomil Ka 12 1 12

Jabon liquido Unidad 2.5 1 2.5
Povidin Unidad 150 2 3

Azlcar Ko 1.2 2 2.4
Agar-Papa-Dextrosa (PDA) a 0.45 100 45
Acido Indolbutirico (IBA) ms 0.40 50 20
Acido Giberéiico (GA3) mg 0.12 300 36
Pantotenato de Calcio a 7.0 5 35
Acido Naftalenacético (ANA) mg 0.10 100 9

Subtotal 644.90
Cuadro 9. Materiales de Laboratorio

Rubro .Descripcion Precio Unitario Cantidad Total
Hojas de Bisturi No- 11 Csia 30 1 30
Marcadores Unidad 2.0 n 4
Mecheros de Alcohol Unidad 4 i 4
Pinzas Unidad 15 2 30
Probeta graduada 100ml Unidad 16,4 1 16.4
Jerinauilla 10 mi Unidad 0.25 5 1.25
Tijeras Unidad 2 1 2
Cinta autoclavable Rollo (50M) 21 0.5 1
Frascos de vidrio 5,6*9,0 crn. Unidad 0.5 50 2}
Parafilm Unidad 35 0.5 175
Guantes de Nitrilo Caja 12 1 12
Tubos de ensayo Unidad 1.20 60 72
Papel absorbente Paciuete 15 1 12
Papel aluminio Paquete 4 2 8
Servilletas Paquete i.2 3 3.6
Rolopac Paquete 3.25 3 9.75
Mascarilla Unidad 0.25 10 2,5
Cajas Petri Unidad 1.10 10 n
Fundas Zioloc Paquete de 20 2.6 2 52

Subtotal :277,20
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Cuadro 10. Analisis Molecular

Rubro

Extraccién de ADN (1-36 muestras')

Cuantrficacion de ADN. Fluorecencia f1-40 muestras)

Validacion de AD"N (1-48 muestras)

Amplificacion PCR primers universales 3 especificos(]-50

muestras)

Visuaiizacion primers universales y especificos (1-50

muestras)

Cuadro 11. Materiales de Oficina

Rubro
Impresién y Empastado
Suministros de oficina

CD
Publicacion y Difusién

Cuadro 12. Cosio iota]

Materiales de laboratorio

Descripcion
Unidad
Unidad
Unidad

Rubro
Tesista

Reactivos

Analisis Molecular
Materiales de oficina
SUBTOTAL

Imprevistos (5%)

TOTAL

Descripcion
Analisis
Analisis

Analisis
Analisis

Anafisis

Precio Uaitario
25

15
5

100

Total
3335.6
644.90
277.20

414
295
5516.7
275.84
5792.54

Precio. U Cantidad

15 2
15 2
JO 1
291 1
30 1
SubTotal
Cantidad Tota]
4 100
5 75
4 20
1 100
Subtoial 295
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9, ANEXOS
ANEXO I

Desinfeccion del material (Simple Desinfeccion), descrito por Navarro, (2005)

Lavar ios segmentos de tallo con agua corriente
Colocarjabon liquido y 5 gotas de povidin, agitar durante 15 minutos
Enjuagar con agua corriente

Colocar los explantes en una solucién de Benorn.'l y Carbendazim al 1% y agitar por 15 minutos
Enjuagar con agua corriente

Llevar a 'acamara de flujo laminar
Colocar en una solucidn de cloro al 10% en agua destilada con 2 gotas de Tween por 10 minuto.
Lavar con agua destilada estéril hasta eliminar totalmente el jabén

ANEXO 11

Medios de micropropagadén para tomate de arbol iSolanum betaceuni. Cav), descritos
Navarro, (2095).

Cuadro 13. Medio 1

Reactivo CamidladL
Sales jVI&S 4,4 g1
BAP 6Benzilamino purina 0.25mgl/I
AG3 Acido Gibereiico 0.2mgl/l
Pantotenato de Calcio 2mg/'l
Sacarosa 30g/1
Phytagel 35091
Cuadro 14. Medio 2
;B.eactl¥0: Caftttkiad
Sales M&S 4:49/1
BAP 6Benzilamino purina Q,4mg/i
ANA Acido naftalenacético 0,2mg/1
Acido Giberéilco (CAS) 0,6mgl/l
Tiamina 0.4mg/l
Sacarosa 20 g1
Phytagel 35091

Adicionar en una probeta graduada 200m| de agua destilada y colocar en el agitador magnético.
Agregar los reactivos en las cantidades mencionadas

Aforar hasta |000ml y ajustar el p-H

El pH del medio se ajustara entre 5.6 y 5.7. utilizando para el efecto NaOH para subiry HC1
bajar pH, luego agregar el phyiagel, posteriormente, se dispensara en tubos de ensayo la cant
de 5ml, para finalizar el proceso se esterilizara en autoclave a 121°C y 15 PSI (1.5Kg crrA
presion durante 20 minutos.
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ANEXO Il

Escala arbitraria para evafaar ia severidad del dafio causado por Colletotrichum $
(Granados, 1988, modificado, citado por Viera, 2002)

Nivel i: Sin dafio (sana); hojas y tallo vigorosos, sin necrosamiento o pudricion, tejido de! sisiei
vascular de! tallo sano. Explantes vigorosos.

Nivel 2: Dafo ligero; hojas y tallo menos vigorosos con necrosamiento y pudricion ligera, teji
de! sistema vascular del tallo poco afectado.

Nivel 3: Dafio medio; proporcion de hojas sanas mayor o igual que la proporcion de ho
enfermas. Los dafios se observan en cualquier para; dei explante, tejido vascular afectado. C
sintomas ligeros de clorosis.

Nivel 4: Muy dafiada; proporcidon de hojas necrosadas o podridas es mayor que la proporcion
hojas sanas. El tejido vascular afectado. Explantes débiles, pequefios y cloréticos.

Nivel 5: Dafio severo o total; necrosis o pudricion en casi todo el explante. Sistema vascu
desintegrado. Explantes con marcada marchiiez y pequefios. Clorosis.

ANEXO IV

Medios de Enraizamiento para tomate de arbol (Solanum betaceam. Cav.), descritos
Heniles, (2012),

Cuadro 15. Medio 1

Reactivo Cantidadt
M&S bésico con vitaminas 4,4 g1
IBA (Acido indolbutirico) i.0mg/l

Sacarosa 309/

Phytagel 3591

Caadro 16. Medio 2

fieaciiva Cantidad
M&S bésico con vitaminas 4,4 g1
iBA (Acido indolbutirico) 0.5mg/l

Sacarosa 30yl

Phytagel 3591

ANEXO V
Identificacion Molecular del hongo Cotteiotrichum spp. (Afanador et al 2006; Brown et al '9£

Extraccion de ADN: Para ia extraccién de ADN se utilizara el protocolo de Colombo et al, (191
ademads, se realizard un paso adicional que consiste en liofilizar el hongo antes de proceder ;
extraccion.

Identificacion Genética: Los aislados del hongo se identificaran taxondmicamente utilizantic
técnica de PCR mediante la amplificacion con primers universales de ia region conservada
ADN ribosomico (ADNTr) y el cual involucra el uso Ge dos cebadores o primers IFS (Adasxs".
1997). (Cuadro 16), los cuales se combinaran de la siguiente manera: ITS1-1TS4.
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Cuadro 17. Secuencias de los cebadores universales !'TS (secuencias internas conservadas)

Cebador Universal Secuencia
us 1 Y Tv.CGTA GGI GAA CCT GCG G 3"
ITS 4 5'ICC CTT TCA ACA ATT TCA CG 3'

Ademas, se utilizardn los cebadores especificos C-gint y Calnt2, descritos en el cuadro 17
combinados con la secuencia-ITS 4 de la regién conservada del gen 25/28S del ADNr. Se utilizara
el protocolo de amplificacion descrito por Alvarez et al (2005).

Cuadro 18. Secuencias de primers especificos para identificacion de especies del género
Colletotrichum

Cebador Especifico Especie
Cglnt: 5 GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG 3 Colletotrichum gloeosporioides
CaintS' GGGGAAGCCTCTCGCGG 3 Colleioirichwn acutatum
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