CULTIVOS TROPICALES. VOL. 10, No. 3/SEPTIEMBRE 1938
© INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS AGRICOLAS

DEL METODO DE SUPERFICIE DE RESPUESTA EN LA DETERMINACION DE
%ISLIISZA%MAS DE ANA. AIA Y KINETINA PARA LA FORMACION DE ORGANOS EN
TOMATE (LYCOPERSICON ESCULENTUM MiLL) CULTIVADO IN VITRO

NANCY SANTANAY. J. REYNALDO? Y MARIA E. GONZALEZ'

RESUMEN

Se realizaron siete experimenlos de loboraterio, donde se estudio =l
efecto de cunlro niveles de concentracion (0.0; 0.1 1,0y 2,0 mg/ld> deal
ANA, AIA y kinetinc sobre la jormacion de orgoanos de tomote (Lycopersicon
esculentum Mill>) cultivado in vitro. Fara la determinacion de la dosis
épttm de las hormonas en estudio, =e utilizo la metodologia de superjicico
de respuesta en cada uno de los sxperimentos realiacdos. Los resul tados
obtenidos contribuyeron a crear un sistemz de balance hormonal, para la
formc:i;én. de érganos on ol cullive del tomate en nuestiras condiciones.

“INTRODUCCION

El tpomate C(Lycopersicon esculentum Mill) es un cultlive para el cual la
argancgenesis s aun relativamentes limitada; sin embarge, han s=ido
obtenldas plantas completas a partir de explantes de hoja C(Bebhki v
Lesley, 1976; Herman y Mass, 1978 y Nancy Santana. 1885), explantes de
talley CAucora et al., 1977 y D= Langhe y De Brul jne, 1978), meristemcs
CKartha et al., 18978), explantes de hipocotile (Gunay y Rao. 1880) vy
anteras CGresshof y Doy, 1972 y Nancy Santana, 1984). -

Exist=n evidenci as de que 1as f1itohormonas estan seriamente
involucradas en el proceso de organogenssis CReinert, 1973;
Sheridan, 1974 y Warreing y Phillip=s, 1971) y, =n algunas especles, la
regul acion de 1la diferenciacion ez gobernada por interacciones
cuanlitativas enire citoquininas  y auxinas C(Skoog y Mller, 1957,
Gre=schoff, 1973; Tran ThanhVan =t al, 1974 ¥ Dui Dan Ha =t al., 197%),
por lo que =2 asegurado a los mismos el papsl determinante en el sistema.

Sagqun Negrutl C18978). una de las princlipales dificultades del proceso
de organcgenesls lo constituye la limitadas posibllidad de extender los
metodes, para la diferenciacion de una planta en particular. a2 olras
especies ¥y =2n ocaslones, a las diversas partes de una misma planpta. J
, El objstivo del presente esiudic fue delerminar las dosis optimas del
acido Naftalenacetlico CANAY, =] acido Indolacetico CAIA) y la kinetina en
el sistema suxina-citoguinina, para !la formacion de raices y brotes aereos
en ovarios, anteras v hojas de tomate C(Lycopersicon esculentum Mill)
cul vyl vados In vitro,
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MATERIALES Y METODOS

Para realizar este estudie se condujeron 7 sxperimento=z en un arreglo
factorial 4 x 4, montado scbre un dizefio completamente aleatorizado, con
20 unidades experimentales por tratamiento. La variedad seleccionada fu=
1a Manalucie. .

En Los experimenios del 1 a2l 4 se estudiaron las combinaciones del ANA
con la kinstina y del S al 7. las combinaciones del AIA con la kinetina.

En los experimentos 1 y 2 se estudic el efecto del ANA y la kinetina
sobr= la rformaclion de raices, en ovaries Yy anteras respectivamente,
mientras que los experimentos 3 y 4 estuvieron encaminades a estudiar la
formacion de brotes ¥y raices, al tratar hojas con dichas combinaciones
hormonal es.

En el experimento § se estudio el e!ectc del ALA combinado con kinetina
sobre la !‘qrmac1on de ralces en ovarios. En el experimenta's se e-st.pdlo
la rformacion de brotes en bnteras y en el experimento 7 se estudio la
formacion de raices on hojas.

En las Tablas I y II s= musstran las combinacionesz hormonales y las
dosis estudiadas, as{ como 13 respuesta de cada sxplante al tratamiento. |

S La desinfeccion y manipulacion del material vegetal se realizo segun
matodologlia descrita por Nancy Santana (1984 y 1985).

En todes les tratamientos se ultilizaren las sales recomendadas por
Murashige y Skoog (1962), a2 las cuales se les adicione 30 @71l sacarosa,
100 mg-l de incsitol y las vitaminas de Morell. Cada combinacien hormonal
constituys un tratamiento al adiclionarse al medioc de cultivo, Los medios
rusron solidificades con agar teonico No. 3 €8 gs1).

En todos los casos se ajusto un modelo cuadratico de la forma:

L

12 Y=o +b X +bHX +b X, * bpXX; +E

dontde E ~ N <O, 0"2)

Se determinaron los puntos eslaclieparlos cxm : )tzu 3 resolviends el
sistems de ecuacl ones.,

ay
——— /0 {SCY 2.

dx_

4

Las superficies de respuesta obtenidas rueron reducidas a su rorma
canonica.

ey ¥ o= N = A +h\?’

« donds X =z =1l valer en el punto estaclionario; Ay ¥ A, indican las

tazas de incremento en la variable dependiente a Ly aves ae los nuevas e jes
transformados W, ¥ ¥. a partir del punto estacionario; &‘ permite

determinar la natwaleza de dicho punto.

Z’-.‘(’—x:? Z =W coz= 8 -V, sen &
1 1 2
h
-T‘.z=!2-k:-: L =W sen & » W cos B
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Tanla 1. Respuesta de lo=s diferentes organos (%) frente al =Y
a la kinetina (mg-lD.

Ovarlio Antera - Hoja
Raices Raices Brotes asreocs Ralces
ANA K 22 D (&) L5
0,0 0.0 (&) 4} s 5
0.1 40 S0 BS 20
1,0 40 30 78 30
2,0 BO 80O o5 50
G,1 0.0 O o 20 10
0.1 35 = B8O 80O
1.0 2 75 80 BO
2,0 75 75 100 a0
1,0 0,0 0 O 5 30
0.1 45 40 =13 =5
1.0 a5 85 80 850
2.0 65 B85 a5 Q0
2,0 0.0 o) 0 30 15
0.1 15 25 25 25
1.0 a5 30 30 345
2,0 35 30 70 S0

Tabla II Recpuesta de los diferentes organos (%) frente a la
kinetina Y =l AIA Cma-l).

Ovario Antera Hoja

Ralces Brotes aereos Ruices
Kinetina ALA 3D C2% C%)
0.0 0.0 S 0 &
0.1 8] a] 10
0] (6] (o] 20
2,0 (s} (5] 20
0,1 0.0 O (o] 20
0.1 15 (a] 25
1.D 5 10 45
2,0 TO 10 40
1,0 0,0 20 (4] L)
0,1 80 10 45
2.0 20 30 a5
2,0 o5 . s
S0 0.0 20 O 2%
0,1 a0 20 45
1.0 S0 20 7O
250 0 15 i
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La significacion de los ceoeficientes de regresxon fue determinada
mediante la prusbz t y e czlcularon las combinaciones optimas de ANA, AIA
y kinetina, conziderando zolo los coeficientes de regresion que resultaron
sigrificativos (p< 0,05 en la superficie de respuesta.

RESULTADOS Y DISCUSION *

Efecto del ANA y la kinetina sobre la formacioh de raices en ovarios
La ecuacion de la supsrficie ajustada segﬁn el modelo €10 fue:
ca> y= 10,58 + 33.99% A + B8,82% K — 19,23% A - 18,66% K© - 8,16 AK
A ANA K: Kinetina # : sagnificativeo Cp < 0,053 -
con un coeficiente de determinacion R- = T8.35 %

. Resolviendo el sistems de Scuacionss, segun se plantes en Materialez y
Metodes, se obtuveo el punte estaclionario cuando == combina 0,475 mgsl de
ANA v 1,107 mgs)l «de kinetina, ] .

La reduccion de La ecuacion €42 a la forma canonica arrojo:

C5) Y = 71,86 = ~ 23,04 W, - 14,85 W

< Como k‘= = &3,04 'V Bl 7 == 14,85, 1 punto CA_ . kc) e un punto de

- s
maxima, en =] cual se pronostica un 71,30 X de formaclon de ralces; del
/Aif > f’hkfﬂe infliere que una varlacion en el nivel optimo de ANA tiene

una influencia mas fuerte en la edu:cién del por ciento das rormaclon de
raloas gue una variacion en ol nivnl uptlma de kinetina,

Consider ando les coelicientes cle regrewion que resultaron
significativeos, la combinacion optlma de ANA v kinetina seria cuando se
adielonan al medio 0,88 mgsl de ANA ¥y 1.84 mg-sl de, kinetina, para los
cuales se espera un 89,968 % de formacidn de ralces,

Efecto del ANA y kinetinag =obre la tormacion de raices en anteras

La ecuacion de superficie ajustada segun =1 modelo (1) fue:
CE) Y= 9,782 4 3,42 A + 72,92 K - 16,89 Az ~ 20, 42% Kz = 10,04 AK,

A: ANA | kinetina eSS sagniflcacién Cp 0,052

con un coeficiente de detarminacion B s 71,80%, sa obtiene el punto
estacionario cuando S comirl han 0,436 ma-l de ANA y 1,677 mg-sl de
kinatina. .

La reduceion o (5 a la I'erma canonica arrcjé:

€75 Y - 77.81= - 23,91 wf - 13,20 w:
>

ez un punto de maxima, en 21 cual e pronostica un 77,81 % de farmacién de
ratces. El heche de que AN D /} < hace pensar que una varlaclon en el

donde: ki=—23.91 Y A_,= -13,20, por lo que sze infiere que CAn .h})

nivel optimo de ANA tiens una 1nf1u=nula mas fuerte en la reduccion del
por clento de formacion de raices que una variacion en el ni vel optlmo de
Kinetina, pero si sole se consideran los coeficlientes significativos de la
ecuacion de regreslon. S2 hace eavidente gue la presencia de ANA no es
necesaria, pues la combinacion optima sufre una modificacion =n la cual e
suprime el ANA y se aumenta la dosis de kinetina a 1,78 mg-l, para la cual
se espera un 74,87 % de formacion de ralces
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Efecto del ANA y 12 kinetina sobre la tormacion de brotes de hojas’

La ecuacion de la superficie ajustada segﬁn el modele €13 fue:

CB) Y= 35,76 + 31,42 A + 52,53% K - 19,2¢ A% - 10,39 K - 6,75 A K.
A: ANA K: kinetina #: significacion Cp < 0,05

con un coeficiente de ¢ign1ficac16n R?= Eé 49 % se obtiene el punto
estacionarie fuando se combinan 0,395 mgsl de ANA vy 2,398 mg-sl de
k¥inetina. La reduccion de 12 ecuacion €8) a la forma canonica arrojo:

€@ y- 104,96 = -20.38 W, - 9,25 w: . donde A = - 20,38 y A,= - 9.25,
per lo gque 21 puntc CA i K ) es un punto de maxima en el cual se espera

un por clento de formacxon de brotes muy proxlmo al 100 %, aungue este
resultado se debe tomar con precauclon puss representa una extrapolaclon
al modelo.

Como ~ k L 2/ x /, se infiere que una variacion en el nlvelaptimo de

ANA tiene una 1nflueucia mas fuerte en la reduccion del por ciento de
formacion de brotes. que una v.a,rian.ir:m en el nivel optimo de kinetina. Si
en la ecuacion de regresion solo se consideran leos coeficientes
significativos, se observa un efecto lineal de kinetina. cuando hay
presencia de ANA, por lo cual fincrementando =1 nivel de kinetina se espera
un aumento en el por ciento de formacion de brotes.

Efecto del ANA y la kinetina =sobre la formacion de raices en hojas
La ecuacion de la superficie ajustada segﬁn el modelo €13 fue:
C10) Y= 22,46 + 95,35% A + 32,08 K - 48,03% A% - 1,79 K* - 6,01 AK

donde: R*= BB.BB % A: ANA K: kinetina x: significacion Cp < 0,05

Resclviendo =1 sistema de ecuacionez (2), segﬂn =e plantea en
Materiales y Metodos, se obtuve el punto estacionaric para 0,B15 mg-s/l de
ANA y 2,837 mgrl de kinetina. Este reszultado debe tomarse con precaucién.
pues constituye ina extrapolacion al modelo.

La - reduccion de la ecuacion C10) a la forma canonica arrojc que:

€11> y - 106,83= - 48,24 W, - 4,58 W, por lo que el punto CA, + K ) es

un punto de méxlma-f "
Si en la ecuacien de regresion solo se consideran loz ceoeficlentes
significativos, la ecuacion quedaria:

Y= 22,43 + 05,35 A - 48,03 A®

Ello revela gque en realidad la kinetina no ejerce una influencia
considerable en el por ciento de formacion de fraicez en hojas,
obteniendose el punto de maxima cuando la dosis de ANA es de 0,39926 mg/l,
para la cual el por clentec esperado es de 68,78,

Loz resultadeos obtenidos evidencian gque la formacion de raices esta
gobernada, en gran medida, por el acido naftalenacetico, el cual, con
ligeras variaciones de la doslis optlma. provoca un lneremento en =l por
ciento de formacion de raices. que en el caso de los ovarios se hace nas
notable la diferencia; sin embargo. los estudios realizados sobre
organogenesis han demostrado que esta esta basada, fundamentalmente, en el
concepto del balance auxinarcitogquinina C(Skoog y Miller, 19573,
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Eltecto del AlA y la kinetina sobre la formacion de raices en ovarios
La ecuacion de 1a syp=rficie de respuesta *-*n-gun =l modelo C1) fue:

C12) Y= - 5,5% + 104,46% K +-52,00% A - 45,25% K2 - 17.20 A% - 1,63 KA

donde: K: kingtina A: A%A con un coeficliente de determ.tnac.lén
B = 66,867 %

Pesolviende el =sistema de ecuaciones (2), se obtuve el punto
eatacionarlio i-f.~ 1 A287 ¥ An= 1,485, es decir, al combinarse 1,127 mg-l de
kinetina con 1 438 mg-l de AIA =e obtien en los mayores valores de
formacion de ral-*e:—..

La reducelon de la ecuacion C12) a la forma canonica arrcjo que.

13 Y - 92,65 = - 45,28 wf - 17.17 qf

Como A‘= - 45,88 ¥ )\..z= = 17,17 =1 puntoc CKa . Ao)- es un punto de

méximas en el cual se espera un por ciento de -formaclém de rajfces de
g2, 869,
Comos =] valor abselute de )\.l == mayor que el @ valor absoluto

de J\ s )\ A0 ;n.z 7D, se infliere gque una variacion en el nivel 6pt1m de

kinetina LJ. ene un efecto mas fuer te en la reducelon ,de la formacion de
:‘.n ces en ovarios gque una varlaci on en =1 nivel opuma de AIA, s=sin
embarge, si. en la ecuaclon de regresion solo se conslideran los
coeficientes significativos, se obtiene un nivel. optim de kinetina a
1,154 mgsl y &= =videncia un efecto linesal del AlA, aumentando =1 por

cliento de formacion de raices con esta hormona, resultando muy logice si
tomamos en cuenta que las auxinas (en este caso AIA) son particularmente
estimuladoras de la formacion de ralces, por lo gue parece acertado tomar
en cuenta los coeficientez significativoz para hacer los analisis en
superficle de respuesta.

Efecto del AIA y la kinetina sobre la formaclén de brotes en anteras
La ecuaclén de la superficie ajustada segl:m el modelo (1) fue:
C14D Y= - 2,60 + 101 ,65% K + 50,11% A — 45,43% K* - 16,41 A% &+ 0,43 KA

Resolviendo &l sistema de ecuacion 2>, se obtuvo el punto est.acionarlc
cuando e combina 1,26 mg~l de kinetina y 1.54 mg~sl de AIA.
La reduccion de la ecuacion €14 a la forma canonica arro_lo que:

C15) Y 93,25 = - 186,41 w: - 45,43 g:

Como -}.‘ = = 16541 ¥ A.2= -45,43, el punto CKO ' AO) s un punto de
mA st mas para =1 zcunl ze espera cobtener un 293,25 % de formacion de brotes a
partir de anteras de tomate,

Com el wvalor absolute de k' es menor gqu2 el valor absoluto de

-

A CH A‘ 22 S NI Se infiere qgue una variacion en el nivel épum de
AL A t.en;jr.i un efects mas fuerte en  una reduccion en el por clento de
rormacion de brotes que una varliacion en el nivel optimo de kinetina de
1,118 mg-sl y se evidencia un efecto lineal del AIA aumentando el por
ciento de formacion de brotes con 2l aumento de este.
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Efecto del AIA y la kinetina sobre la formacion de raices en hojas
La ecuacion d= la superficie ajustada aegﬁn el modelo C1) fue:

C16) ¥= 9,76 + Qi 248 K + 26.%4! A - 38,27% K2 -49,68 A° + 6.27% KA con
un coeficiente de regresion de R = 83 85 %,

Resclviendo el sistema de ecuacion (2, e obtuvo =1 punto estacionario
cuando Se combino 1,339 mg-/l de kinetina y 1,8 mg~l de AIA. La reduccion
de la ecuacion €182 a la forma cancnica arrojo que:

€172 ¥ - 94,69 = - 0,34 W. - 3861 W,

Coms A, = - 9,34 y A, = - 38,61, el punto (K, , A 2 e= un punto de

maxima, en el cual-ze espera un 94,69 % de formacion de ralces a partir de
tejido foliar =n tomate. .
Como el valor absoluto de A:CAi/ Lok l’/Q. =& infiere gue una variacion

en &l nivel optime de AIA tiene un efecto mas fuerts en una reduccion en
el por clento de formacion de ralces, En este caso, al conslderar los
coeficientes significativos en la regresion dig resultados ilogices.

Como resultado, e observo gue =] AlA mostro un efecto mas fuerte en la
formacion de raices, tanto en ovarios como en hojas, y aunque las dosis
optimas wvarian para una y otra parte de la planta, el por ciente de
fermacion de raices esperado es similar para ambos caso=s (92,85 y

94,80 *); sin =mbarge, para la formacion de brotes =n anteras Lambien =l
AIA ejerce un efecto lineal al tomarse en cuenta los coeflalentes de
significacion, asi como bajas dosis de kinetina €1.118 mg-l), phrg lo que
el por ciento de formaclon de brotes esperado es de 93,25

Aunque la organcgenesis in vitro ha side ampliamente estudiads en un
gran numero. ds especies durante leos ultimos affos, el mecanismo y <ontrol
de diche precsso no ha quedado totalmente dilucidado (Vasil v Vasil, 1272;
Sheridan, 1974 y Emith, 1374); =in embargo, =1 parece comprensible gue |
tadas las carrelaziones del crecimlento son afectadaz. de una forma u
otra, por los patrones de distiribuclion de las hormonas on las diferentes
partes de la planta (Reinert, 189735, Estudiosz en =3ta sentido . han
2ida realizades por Negrutl <1878)>; Tal et 2al. (J1977); Warreing y
Phillips C19713 y Nancy Santapa €18984 y 1985), =ntre otros.

Eztos resultados permiten establecer las dosi=z optimas de ANA, AIA y
kinstina para la formacion de onrgancos =2n dif=rentes partes de la planta,
permitisnde conocer ademas la capacidad para formar brotes y rajces en cada
una de =llas.
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ABSTRACT

THE USE OF A SURFACE RESPONSE METHOD T DETERMINE THE OFTIMUM DOSES OF
ANA, AIA AND KINETINE FOK IN VITRO ORGAN FORMATION OF TOMATO CLycopersicon
esculentum ML11D

Seven laboratery s=sxperiments were peoerformed, with the objective of
studying the affect of four lsuvals of ANA, AlA and Kinetine concentrations
CO,0; ©,t; 1,0 and 2,0 mpAld on in vitro organ formation of tomato

CLycopersicon esculentum Mill)o, A surface response methodology was
applied to each axpariment for determining the optimun hormonal doses
Studied, Fosults enabled to create a hormonal balance system for tomoto

organ formal lon under our condilions.

Manuscrits recibide =1 20.VII RB7.
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