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FERTILIZACION PARA LA OPTIMA ADAPTACION Y VIGOR DE PLANTULAS DE TO-
MATE (Lycopersicon esculentum Mill.) OBTENIDOS IN VITRO

FERTILIZATION FOR ACCLIMATIZATION OF TOMATO PLANTLETS (Lycopersicon es-
culentum Mill.) OBTAINED IN VITRO

José Raymundo Enriquez del Valle', Guillermo Carrillo Castafieda’, Prometeo Sanchez Garcia?,
Maria de las Nieves Rodriguez Mendoza’y Maria del Carmen Mendoza Castillo'

RESUMEN

Para la produccion comercial de tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.) es conocido que al fertilizar adecua-
damente las plantulas se mejora, ademas de su estableci-
miento y posterior desarrollo en campo, la calidad y el
rendimiento. El uso de vitroplantulas (plantulas obteni-
dos in vitro) en sistemas de produccion de tomate, pro-
ducidos en medios de cultivo y con alta humedad relati-
va, implica la adaptacion simultanea a nuevas condicio-
nes de nutricion, [otoperiodo natural y ambientes mas
secos; de esto depende el éxito del establecimiento del
transplante. En este trabajo se estudid el efecto de la
fertiizacion de vitroplantulas de Licopersicon esculen-
tum Mill. var. Daniela en su desarrollo. Las vitroplantu-
las ohtenidas mediante organogénesis en tejidos foliares,
cuando tuvieron aproximadamente 3 cm de longitud de
tallo fueron transferidas a macetas con una mezcla 1:1
perlita-suelo. Desde el trasplante vy durante 25 dias de
aclimatacion en el invernadero, éstas fueron irrigadas con
la solucién nutritiva de Steiner (1984) ajustada a los
potenciales osmaticos: A) 0, B) -0.018, C) -0.036, D) -
(0.054 y E)-0.072 MPa. Al final del periodo de adapta-
cion, todas las plantulas sobrevivieron, atun las irigadas
sin fertilizante (condicion A); pero, las plantulas fertili-
zadas con la solucién C alcanzaron 25 % mas longitud de
tallo; con las soluciones D y E se incrementd 7 % el
didmetro del tallo. Con la solucion E aumentd 175 % el
area foliar y 66 % la biomasa de la parte aérea, 53 % la
biomasa total y 14 % el contenido de clorofila en hojas;
las plantulas irrigadas con las soluciones B, C y D acu-
mularon 36, 45 y 36 % mas azicares solubles totalcs,
respectivamente, en comparacion con las no fertilizadas.
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SUMMARY

In commercial production systems of tomato (Lyco-
persicon esculentum Mill) it has been observed that
suitable transplant fertilization improves its establish-
ment rate and further development in the field as well as
the yield and fruit quality. In order to use vitroplantlets in
tomato production systems, which grow m a nutritive
medium and high relative humidity, 1t is necessary to
adjust them simultaneously lo new nutritive conditions,
photoperiod and a drier environment because the success
of the vitroplantlet establishment depends on these fac-
tors. The purpose of this work was to study the effect of
the fertilization of Lycopersicon esculentum cv. Daniela
plantlets, obtained through organogenesis from leaf
tissues. The plantlets of 3 cm stem length were transfe-
rred to a greenhouse and set in pots of 110 cm® contai-
ning a 1:1 perlite-soil mixture. Since transplanting and
during 25 days of acclimation period, the vitroplantlets
were irrigated with the Steiner (1984) nutritive solution
adjusted to the osmotic potential: A= 0, B=-0.018, C- -
0.036, D= -0.054 and E= -0.072 Mpa. At the end of the
period, 100 % of the vitroplantlets survived, even those
irigated with tap water (A). Unfertilized plants reached
a stem length of 62.7 mm and a stem diameter of 2.8
mm, 16.2 em’ of leaf area. 2.76 mg chlorophyll/ g leaf
fresh weight, 200.3 mg shoot dry weight, 272.6 mg total
dry weigth and 12.9 mg of total soluble carbohydrates in
shoots. The shoots of plantlets fertilized with solution C
were 25 % taller; with solutions D and E the stem dia-
meter increased 7 %; when the solution E was applied,
the plantlets increased their leaf area (175 %), shoot dry
weight (66 %), total dry weigth (53 %) and chlorophyll
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content in leaves (4 %); plantlets irrigated with the solu-
tions B, C, and D had 36, 45, and an additional 36%,
respectively, of total soluble carbohydrates in shoots

relative to unfertilized plantlets.
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INTRODUCCION

De acuerdo con Preece y Sutter (1991), las-
plantas obtenidas in vitro de la mayorfa de las
especies estudiadas, crecen vigorosamente
cuando son fertilizadas regularmente, después
de ser trasplantadas a macetas y cultivadas en
condiciones de invernadero, por lo que se re-
comienda incorporar al substrato un fertilizante
de lenta liberacion, o bien, irrigar con solucio-
nes nutritivas. Sin embargo, en pocos trabajos
se ha evaluado el efecto de la fertilizacion du-
rante el periodo de aclimatacion de las vitro-
plantas para definir la mejor dosis. Cuando
Day et al. (1988) transfirieron plantas de Acer
rubrum y Betula nigra propagadas in vitro, a
macetas con substrato y durante siete meses
aplicaron diferentes dosis de fertilizacion en el
riego, observaron diferencias en altura, ramifi-
cacién y calidad de las plantas.

En el caso de vitroplantulas (plantulas obteni-
das in vitro) de L. esculentum no sc¢ ha investi-
gado la importancia de la aplicacién de fertili-
zantes durante el periodo de adaptacion y el
efecto que pudieran tener éstos en el desarrollo
posterior de la plantula y en el rendimiento de
frutos. En algunos trabajos las vitroplantulas
de tomate han sido transferidas del medio de
cultivo a macetas con mezclas de substratos
organicos los cuales aportan nutrientes a las
plantulas y materiales inertes. El uso de subs-
tratos inertes permite aplicar con el riego solu-
ciones nutritivas, pero no se evaluo el efecto de
esta practica (Gunay y Rao, 1980; Uddin ef al.,
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1988). La experiencia con plantulas de tomate
originadas de semilla muestra que la condicién
nutrimental de éstas, principalmente los niveles
de nitrégeno y fosforo en los tejidos del vésta-
g0, es un factor importante para el éxito de su
establecimiento en campo y el buen rendi-
miento (Widders y Garton, 1992). Algunas ca-
racteristicas morfologicas de las plantas de to-
mate son indicadoras de su calidad: didmetro de
tallo, numero de hojas y area foliar. El conteni-
do de materia seca es importante para el buen
enraizado y para evitar estrés después del tras-
plante. Asi mismo, el tamaiio de los [rutos de-
pende del desarrollo y calidad de las plantas
(Markovic et al., 1997).

El objetivo de este trabajo consistié en definir
la mejor concentracion mineral de la solucién
nutritiva de Steiner que permitiera a las vitro-
plantulas de tomatc desarrollarse favorable-
mente durante el periodo de aclimatacién, como
una condicién para mejorar su vigor.

MATERIALES Y METODOS

Brotes de L. esculentum var. Daniela fueron
obtemidos a partir de tejido foliar, con base ala
metodologia de Enriquez et al. (1998), y trans-
feridos al medio de cultivo sin reguladores de
crecimiento cuando alcanzaron 3 cm de longi-
tud, para inducir su enraizado. Después de 12
dias en dicho medio, cada plantula obtenida fue
establecida en una maceta de 110 ml de capaci-
dad que contenia una mezcla humedecida de
suelo-perlita 1:1 ; en cada recipiente (maceta)
con una plantula se colocé una cubierta de po-
lictileno transparente, para mantener alta hume-
dad relativa alrededor de ésta. Las vitroplantu-
las fueron colocadas en un invernadero bajo 50
% de sombra. A partir de estc momento y du-
rante los 25 dias siguientes de aclimatacion, a
44 plantulas agrupadas en cuatro lotes, se les
aplicé un riego diario con (A) agua de la llave,
mientras que a otras cantidades similares en
cada tratamiento se les aplicd la solucién nutri-
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tiva de Steiner (1984), ajustada a los potencia-
les osméticos de (B) -0.018, ( C) -0.036, (D)
-0.054 y (E) -0.072 MPa. Al final de esta etapa,
en ocho vitroplantulas de cada condicion expe-
rimental, se determind la longitud del tallo, el
nimero de hojas, didmetro del tallo en su base,
area foliar, biomasa aérca y de raices. Se hizo
lecturas con un medidor de clorofila SPAD-502
y la cantidad de clorofila extraible con acetona
se calculd mediante el modelo de regresion cs-
tablecido por Rodriguez (1997). Para la deter-
minacion de azucares solubles totales s¢ uso
200 mg de muestra de tallos y hojas seca (70 °C
durante 24 horas), molida y tamizada y sc si-
gui6é el método de Morris (1948). En la deter-
minacion de nitrégeno total, se usé 100 mg de
muestra, que se analizd6 mediante el método
micro Kjeldhal. Para cada variable se hizo el
analisis de varianza mediante un disefio expe-
rimental completamente al azar. La compara-
cién de medias fue por la prueba de Tukey (o=
0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Con la aplicacion de las soluciones nutritivas
durante la aclimatacion de las vitroplantulas de
tomate, se logro aumentar el crecimiento de
Organos que las constituyen, asi como los con-
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tenidos de clorofila en hojas , de azucares solu-
bles y nitrogeno en la parte aérea.

Altura de plantula. Cuando se efectuo la
transferencia de las vitroplantulas a las macetas,
éstas alcanzaron en promedio 32 mm en altura.
Al finalizar la aclimatacidn, se observd las dife-
rencias mostradas en la Figura 1. Las plantulas
a las que se aplicd la solucion nutritiva C al-
canzaron en promedio la mayor altura (79 mm),
dato 25 % mayor y significativamente diferente
(a= 0.05) al de las plantulas no fertilizadas que
midieron en promedio 63 mm, pero no signifi-
cativamente diferente a los 70 a 77 mm de altu-
ra de las plantas irrigadas con las soluciones B,
DyE.

Diametro de tallo. Al iniciar €l periodo de
aclimatacion, el diametro promedio de las
plantulas fue de 2.5 mm y al término de éste se
observd la tendencia de que conforme la solu-
cion nutritiva era mas concentrada, las plantulas
presentaban mayor diametro. Los tallos de
plantulas desarrolladas sin fertilizante tuvieron
en promedio 2.8 mm, mientras que el diametro
de las fertilizadas oscilé entre 2.9 y 3.0 mm;
sin embargo, estas diferencias no son estadisti-
camente significativas (o= 0.05).
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Figura 1. Altura y diametro de tallo de las vitroplantulas desarrolladas con diferentes dosis de fertilizacion. A= 0, B -
0.018, C=-0.036, D=-0.054 y E= -0.072 MPa de potencial osmético, después de 25 dias de aclimatacion. En ca-
da variable. medias con la misma letra (a, b) no son estadisticamente diferentes (o = 0.05).
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Figura 2. Area foliar de vitroplantulas de tomate desarrolladas con diferentes soluciones nutritivas; A= 0, B=-0.018, C=-
0.036, D=-0.054 y E=-0.072 MPa de potencial osmotico, durante 25 dias de aclimatacién en invernadero. Me-
dias con la misma letra no son estadisticamente diferentes, (¢ = 0.05).

Nimero de hojas y area foliar. Al inicio del
periodo de aclimatacion, las plantulas tenian en
promedio 2.5 hojas y 2.9 cm® de area foliar.
Despucs de 25 dias, las plantulas no fertilizadas
tuvieron 6.3 hojas en promedio, mientras en los
tratamientos B, C, D y E, las plantulas tuvicron
7.3, 0.7, 6.5 y 6.8 hojas en promedio, respecti-
vamente, que no fueron significativamente dife-
rentes. Sin embargo, en area foliar se observa-
ron efectos significativos entre (ratamientos y
conforme a las plantulas se les proporcionaban
soluciones nutritivas con potencial osmotico
mas negativo, éstas desarrollaron mas area fo-
liar (Figura 2). Las plantulas a las que se aplico
la solucion nutritiva E acumularon en promedio
44.7 cm® de area foliar, que fue significativa-
mente («=0.05) mayor a los 16.2 y 33.1 cm’ de
las plantulas no fertilizadas y a las que se aplico
la solucién nutritiva B, respectivamente. Las
plantulas regadas con la solucién nutritiva E,
desarrollaron 175 % mas érea foliar que las no
fertilizadas. Tesarova y Natr (1986) al estudiar
la nutriciéon de plantas de cebada, encontraron
que la consecuencia mas notable de deficiencia
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en nitrégeno fue la reduccién en el 4rea y acu-
mulacién de materia seca en las hojas.

Contenido de clorofila en hojas. Las plan-
tulas a las que se aplico las soluciones nutriti-
vas B, C, D y E, no mostraron diferencias signi-
ficativas (o = 0.05) en cantidad de clorofila
acumulada (3.06 a 3.16 mg g de materia fres-
ca), siendo en promedio 12 % superior y signi-
ficativamente diferentes a las plantulas no ferti-
lizadas (Figura 3a).

Contenido de aziicares solubles. Ho y Shaw
(1977) observaron que en plantas de tomate
originadas de semilla, el nivel de carbohidratos
en las hojas decrecié durante la etapa de creci-
miento acelerado, ya que cuando los foliolos en
una hoja alcanzaron el 10 por ciento de su ta-
mafio final, una alta proporcién del carbono
fijado se encontré como proteina insoluble y
celulosa, mientras que en hojas maduras que
casl alcanzaron su tamafio final, la mayor pro-
porcion del carbono fijado se encontré en forma
de azicares solubles, principalmente sacarosa y
con menores cantidades de glucosa y fructosa.
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Figura 3. Concentracion (a) y contenido absoluto (b) de aziicares solubles, clorofila y nitrogeno, en la parte aérea de plan-
tulas de tomate irrigadas durante 25 dias con soluciones nutritivas: A= 0, B=-0.018, C=-0.036. D=-0.054 y E=
-0.072 MPa de potencial osmoético y contenido de nitrogeno en las soluciones nutritivas. En cada variable, me-
dias con la misma letra ( a, b) no son estadisticamente diferentes, (o = 0.03).

Las concentraciones (mg g de materia seca )
de azicares solubles en la parte aérea de las
plantulas obtenidas in vitro tendieron a dismi-
nuir conforme éstas se expusieron a mayores
dosis de fertilizacién, asi que las plantulas que
no fueron fertilizadas tuvieron 65 mg g’ de
materia seca de azicares solubles, mientras que
las plantulas a las que se aplicé la solucion nu-
tritiva E, tuvieron 46 mg g (Figura 3a). La
disminucién de estos azucares pudo deberse a
que son usados rapidamente para la sintesis de
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compuestos estructurales y metabdlicos debido
al aumento en las tasas de formacién y creci-
miento de los diversos 6rganos de las plantulas.
Giaquinta (1978) en remolacha azucarera ob-
servé que en las hojas jdvenes, la sacarosa fue
utilizada rapidamente como precursor de ami-
noacidos libres, proteinas, pared celular y almi-
dén, mientras que en hojas maduras la demanda
por sacarosa disminuyd y se tuvo mas sacarosa
disponible para la exportacion.
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Con los datos de biomasa y de concentracion
de aziicares solubles en la parte aérea, se obtu-
vo las cantidades totales de azucares solubles y
se observd que en los tratamientos con solucio-
nes nutritivas se acumuld mayor cantidad total
de azucares solubles (Figura 3b); sin embargo,
la mayor acumulacion fue observada en las
plantulas fertilizadas con la solucion C. Las
plantulas irrigadas con las soluciones D y E
tuvieron menor cantidad de azicares solubles,
aun cuando desarrollaron mayor area foliar y
presentaron mayor contenido de nitrogeno que
las plantulas irrigadas con la solucion C. Lo
anterior parece no estar de acuerdo con que una
alta concentracién de nitréogeno en las hojas esta
asociada con mayor concentracién de proteinas,
dc las cuales gran parte es RuBP carboxilasa, la
enzima de carboxilacidén del ciclo de Calvin
(Moorby y Besford, 1983) v por lo tanto debe-
ria ocurrir una mayor actividad fotosintética.

Bajo las condiciones de aclimatacién mancja-
das en este trabajo, la irradiacién al interior del
invernadero fue de 124 W m™” RFA y la malla
sombra redujo 50 % la irradiacion sobre las
plantulas, por lo que éstas solo recibieron 62 W
m”. Con este flujo fotosintético las plantulas no
alcanzan el punto de folosaturacion, ya que
Sanchez (1997) menciona que plantas C, alcan-
zan su maxima tasa de fotosintesis con aproxi-
madamente 100 a 150 W m? de RFA. Ademas,
las plantulas se encontraron en alta densidad de
poblacién (138 plantulas m™®) y pudo ocurrir
que las hojas inferiores de las plantulas con mas
area foliar estuvieran excesivamente sombrea-
das, por lo que tuvieron una tasa fotosintética.
De acucrdo con Donald (1968) hojas muy som-
breadas pueden perder mas materia seca me-
diante la respiracién que la que ganan en foto-
sintesis. De esta manera, las plantulas irrigadas
con soluciones D y E, no lograron acumular
mas materia seca que las irrigadas con la solu-
c16n C.
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La parte aérea de las plantulas irrigadas con
la solucién nutritiva E y con agua de la llave
(A), tuvieron similares contenidos de azicares
solubles totales (15 y 13 mg, respectivamente).
Sin embargo, las plantulas en la condicién E
acumularon 53 % mas materia seca total que las
no fertilizadas, por lo que la similitud en conte-
nidos de aziicares solubles puede deberse a que
las primeras tuvieron mayor actividad fotosin-
tética, pero hicieron uso mas intenso de los azii-
cares.

Contenido de nitrégeno en tejidos y acu-
mulacion de materia seca. La Figura 3a,
muesira que el contenido promedio de nitrége-
no acumulado en la parte aérea de las plantulas
aumento, en respuesta a la aplicacién de mayo-
res dosis de fertilizacion. Sin embargo, de
acuerdo con la comparacion de medias (Tukey
a= 0.05) la acumulacion de nitrogeno en las
plantulas irrigadas con las soluciones C, D y E
fue similar (2.9 a 3.7 %), pero significativa-
mente mayores al 1.7 % de nitrégeno acumula-
do en las plantulas no fertilizadas.

Lo anterior tiene relacién con la acumulacion
de materia seca en la parte aérea, raiz y total.
Jones (1983) menciona que la produccién de
materia seca, particularmente durante la fase
vegetativa de crecimiento, es una funcion lineal
de la cantidad de radiacion interceptada, y que
factores como la nutricion y la condicion hidri-
ca de la planta tienen gran efecto sobre el ren-
dimiento al alterar el indice de area [oliar y en
consecuencia la interceptacion de luz. La Figura
4 muestra que en general la acumulacion de
materia seca en la parte aérea representd del
73.4 al 79.6 % del total de las plantulas, con la
tendencia a aumentar en relacién directa a la
concentraciéon de las soluciones nutritivas con
las que fueron irrigadas. Las plantulas irrigadas
con las soluciones nutritivas B, C, D y E acu-
mularon 49, 62, 63 y 66%, respectivamente,
mas materia seca en la parte aérea, significati-
vamente diferentes («=0.05) que las no fertili-
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zadas. En el caso de raiz, no hubo diferencias
significativas en la acumulacién de materia seca
entre las plantulas de los diversos tratamicntos.

En la materia seca total, las plantulas que fue-
ron irrigadas con la solucién C, acumularon 419
mg de materia seca total, que fue 54 % superior
a la acumulada en las plantulas no fertilizadas.
Por lo que se puede considerar que la aplicacion
de soluciones nutritivas en el intervalo de dosis
entre C y D, se obtiene el crecimicento dptimo
de las plantulas segun Epstein (1972) y al apli-
car la dosis mas alta de nutrimentos (E), conti-
nué aumentando el contenido de nitrégeno en
los tejidos de la parte aérea (Figura 3a ) pero
que es deserito como “‘consumo en exceso”, en
donde todavia ocurre absorcion del elemento
cuando se proporciona a la planta mayor dosis
de fertilizacién, pero sin que incremente la
acumulacion de materia seca.

De acuerdo conWidders y Garton (1992) el
estado de nutriciéon de plantulas es un factor
importante que tiene influencia en el éxito del
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cstablecimiento en campo y la productividad
del cultivo. Los contenidos promedio de nitro-
geno, 2.9, 3.5 y 3.7 %, acumulados en la parte
aérea de vitroplantulas irrigadas con las solu-
ciones C, D y E, respectivamente, son similares
al 3.3 % de nitrégeno acumulado a los 42 dias
dc la siembra, en la parte acrea de plantulas de
tomate originadas de semillas que presentaron
el mejor desarrollo (Liptay y Sikkema, 1998).
El dato de 3.96 % que reportan Widders y
Garton (1992) fue obtenido al irrigar las plan-
tulas con una solucién nutritiva que contenia
150 N- 64 P- 124 K mg L. Piggott (1986) al
analizar la parte aérea de plantulas de tomate
en la etapa de 13 hojas, considera los intervalos
de concentraciones de nitrogeno: < 3.0 % de la
materia seca de la plantula, como deficiencia de
N ; entre 3.0 y 4.0 % como marginal y de 4.0 a
6.0 % como adecuada; sin embargo, Lara
(1998) encuentra de 2.7 a 3.1 % de nitrogeno en
sus plantulas mejor desarrolladas a los 40 dias.
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Figura 4. Acumulacion de biomasa en plantulas de tomate irrigadas con soluciones nutritivas A= 0, B= -0 018§,
C=-0.036, D= -0.054 y E=-0.072 MPa de potencial osmatico, durante 25 dias de aclimatacién en in-

vernadero. En cada variable, medias con la misma letra (a, b) no son estadisticamente diferentes (o =
0.05).
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En el presente trabajo, las plantulas obtenidas
in vitro que no fueron fertilizadas durante su
aclimatacién en invernadero, tuvieron menor
vigor, basado en criterios de altura y diametro
del tallo, numero de hojas, area foliar y acu-
mulacién de materia seca. Las hojas presenta-
ron color verde palido al contener menor canti-
dad de clorofila y las hojas inferiores formadas
durante su desarrollo in vitro, mostraban sinto-
mas de senescencia. Segun Debergh y Maene
(1981) y Torres (1989) las plantulas obtenidas
in vifro cominmente muestran un retraso en su
crecimiento durante los primeros dias de acli-
matacion, ya que éstas usan gran cantidad de
energia para adaptarse al nuevo ambiente, en-
contrando que la fijacién de CO, en la fotosin-
tesis es poco cficiente. Sin embargo, los resul-
tados aqui obtenidos muecstran que con la nutri-
cién adecuada de las vitroplantulas es posible
lograr que éstas mantengan su desarrollo, y que
al término de la etapa de aclimatacién muestren
ciertas caracteristicas de desarrollo vegetativo
que ha sido relacionado (Navarrete er al. 1997)
con el vigor, que las capacita para un mejor
crecimiento y rendimiento de frutos cuando son
establecidas en campo.

En plantas micropropagadas de Brassica
oleracea (Wardle et al., 1979) y Chrysanthe-
mum morifolium (Wardle et al., 1983), al ser
transferidas a suelo, se observé que las hojas
formadas in vitro crecieron poco y murieron
rapidamente debido a un funcionamiento ané-
malo. Lo anterior indica que las hojas formadas
durante el cultivo in vitro fueron sélo una forma
de transicion y actuaron como 6rganos de alma-
cenamiento, y que durante la aclimatacién fue-
ron producidas las hojas con caracteristicas
normales.

Los resultados obtenidos muestran que sig-
nos marcados de senescencia (pérdida de la
pigmentacion verde) y abscicién de las hojas
formadas in vitro, se presentd durante la acli-
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matacion en invernadero sélo en las vitroplan-
tulas regadas con agua (tratamiento A). Los
resultados preliminares indican que los sinto-
mas tempranos de la senescencia de hojas des-
crita en vitroplantulas de otras especies y prin-
cipalmente el retraso del desarrollo de las
plantulas (Torres, 1989) puede deberse a defi-
ciencias de nutricién durante la etapa de acli-
matacion, como pasd en (A), que se comprueba
con los datos de acumulacién de materia seca.

CONCLUSION

Con la solucién nutritiva C (-0.036 MPa de
potencial osmotico) se obtuvo plantulas de ma-
yor altura, de mayor contenido total de aziicares
solubles y acumulacion de materia seca.
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