UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA

=
-
<
=
<

v ;‘

FACULTAD DE AGRONOMIA

ESCUELA DE PRODUCCION VEGETAL

TRABAJO DE DIPLOMA

Estudio preliminar del cultive in vitro de apices caulinares de
quequisque (Xanthosoma sagittifolium L. Shott).

AUTORES: MARIA AUXILIADORA LOPEZ
ILEANA CASTILLO
ASESOR: Ing. Agr. Mag. Sc. José Dolores Cisne Contreras

Managua, Nicaragua, 1996.



UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA

FACULTAD DE AGRONOMIA
ESCUELA DE PRODUCCION VEGETAL

TRABAJO DE DIPLOMA

Fstudie preliminar del cultivo in vitro de apices caulinares de
quequisque (Xanthosoma sagittifolium L. Shott).

AUTORES: MARIA AUXILIADORA LOPEZ
ILEANA CASTILLO
ASESOR: Ing. Agr. Mag. Sc. José Dolores Cisne Contreras

Trabajo presentado a Universidad Nacional Agraria como requisito parcial
para optar al titulo de Ingeniero Agrénomo con orientacion en Produccion
Vegetal, siendo evaluada por el Honorable Tribunal Examinador compuesto
de la siguiente manera:

Managua, Nicaragua, 1996




DEDICATORIA
e A Dios: por darme la fuerza y la perseverancia, los anhelos de superacién y asi

terminar mis estudios y trabajo de Diploma.

» A mis queridos padres. José Antonio Lépez Silva y Juana del Socorro Zaniga

Lépez por su grandioso apoyo moral y matenrial en toda mi formacién educativa.

® A mis hermanas: Maria Auxiliadora y Grissell Carolina que de una u ofra forma

me apoyaron para finalizar esta etapa en mi formacion profesional.
De igual forma al: Br. Bismarck José Garcia por su amor y apoyo incondicional.

Maria Auxiliadora Lopez Ziniga

Fl presente trabajo lo dedico con extrema sinceridad y amor a Dios por haberme dado vida, fe y

esperanza para culminar mi formacion educativa.

¢ A mi madre: Teodolinda Castillo Gonzalez que desde nifia me educé con carifio y
dedicacién inculcindome los principios de honestidad, respeto y confianza que ahora
hacen posible 1a culminacién de mis estudios.

e A mi hermana: Lic. Jeannette Herrera Castillo baluarte fundamental en mi
educacion y formacion profesional.

* A mis hermanos: Ismenia, Reynaldo, Angela y a mis queridos sobrinos Offsman,
Yanelkis, Kenia y Yaoska que de una u otra forma me brindaron su apoyo durante
Ia realizacion de este trabajo.

Muy en especial al recuerdo de mé querida hifita:  Martha Selene Valdivia Castillo
(g..p.d.) que llegd a ser la motivacion mas grande de mi vida y superacién profesional.

Hleana Castillo



AGRADECIMIENTOS
Deseamos expresar nuestro mas sincero agradecimiento a las siguientes personas e
instituciones que con su apoyo hicieron posible la realizacidn de este trabajo.

» Al Ing. Agr. Mag. Sc. José Dolores Cisne que en su calidad de asesor nos guié y
orientd brindandonos sus conocimientos profesionales sin los cuales no se hubiera hecho

realidad este trabajo.

¢ Al Ing. Agr. Marbel Aguilar Maradiaga, al Ing. Agr. M.Sc. Guillermo Reyes y al
Ing. Agr. Javier Cruz Marin que de una u otro forma nos brindaron su ayuda durante
ia realizacién de este trabajo.

¢ Al Programa de Recursos Genéticos Nicaragiienses (REGEN) por facilitarnos los
medios necesarios para desarrollar el estudio sin dificultades.

¢ Ala Lic. Maritza Espinales bibliotecaria del CENIDA, por su apoyo en la bisqueda de

informacion.
¢ A la Universidad Nacional Agraria (UNA) y Escuela de Produccién Vegetal.

* A todos los docentes de la Escuela de Produccion Vegetal quienes contribuyeron

en nuestra formacion profesional.
De Marta Auxiliadora Ldpez a las siguientes personas:

¢ A la Prof. Leonor Mayorga Suazo y familla por darme su apoyo moral, material y mano
amiga en el franscurso de mis estudios y trabajo de diploma .

A la Lic. Alba Luz Gémez y familia por brindarme su apoyo y motivacion.
De Heana Castillo a las siguientes personas:
e A miesposo: Ing. Agr. Pedro Antonio Valdivia Lorente, por su carifio, comprension
y ayuda brindada.
Lic. Patricia Pineda por su amistad y apoyo incondicional durante todos estos afios de
esfuerzos y sacrificios para ver coronada mi carrera profesional.



INDICE GENERAL

SECCION ..ot OSY Pagina
DEDICATORIA
AGRADECIMIENTO
INDICE GENERAL
INDICE DE TABLAS................ rereereeneraaeens feeteeetheteceeritetnatieusasaesronretensaretreranann 1
INDICEDEFIGURAS . ..., ererbaeeeerehy et ereesnsrannanaas 1
INDICE DE ANEXOS .o et e s surs s s s e e s s s rnsnnsans 1l
RESUMEN.....cooiiiirvccrecnnnne eererastseesemttnrersrieriranann rerrennns errrereeanieaseen s aseas v
I INTRODUCCION......ocoeerecsicrsreeeesiveeecsecosnererrrarsess sessmneserssensass s rssnsensnsenens I
I  MATERIALES Y METODOS ... errrrr——— 3
2.1  Manejo de semilla para la reproduccion de plantas madres.........oomconnnnncccnicnnnnne, 3
2.2 Esterilizacion de materiales ¥ CQUIPOB ...t s b e e 3
2.3 Medios de CUMIVO ..cceovvveeveeiiinene s vesnarreeessenmrressssssbaerstsibarbs s s b s rusessensasnnarasssnsaessennsesan 4
2.4  Efecto del Hipoclorito de Sodio sobre la desinfeccion de dpices de quequisque ........... v d
2.5 Efecto del BAP sobre Ia tasa de crecimiento de apices caulinares de quequisque ............ .7
2.6 Efecto posterior del Hipoclorito de Sodio, ANA, BAP y su influencia en ..oovocvvvrvrecennnns

1a tasa de crecimiento en dpices caulinares de qUEQUISQUE........c.oovveciereiniintsse e ]

2.7 Efecto de Ia sacarosa sobre 1a tasa de crecimiento en dpices caulinares de quequisque........ 9



2.8 Efecto de la consistencia del medio nutritivo (semisélido y Yiquido) en presencia de

tres 3 mg/l de BAP sobre la tasa de ahijamiento en apices caulinares de quequisque.......... 10

2.9  Efecto del AlA sobre la tasa de enraizamiento en apices caulinares de quequisque........... 12
2.10 Adaptacion de las vitro plantas a condiciones de VIVETD.........coocvrnvieniecvicnnennssnesssercsnnees 13
IIT RESULTADOS. .. ..ottt ese st s sas s e 14
3.1 Efecto de las diferentes concentraciones de Hipoclorito de Sodio sobre 1a tasa de

desinfeccion en apices caulinares de qUEGUISQUE ....coocvvviveeniiniiniie e 14
3.2 Efecto de las concentraciones de BAP sobre la tasa de crecimiento en apices

CAulinares de QUEGISQUE. .. .-cereereeerreesrceeeirerse s e e ieesresemessrermr e srne e e s e re b e s e b na s as b s aneaen 16
3.3 Efecto posterior del Hipoclorito de Sodio, ANA y BAP con respecto al tiempo y su

influencia en la tasa de CTECIMIBNLO.........cocviniirnii i s s e s sa e 17
3.4 Efecto de la sacarosa en diferentes concentraciones sobre el incremento en altura de

apices caulinares de qUEQUISQUE ............ccoiiiimiiiirnies st 20
3.5 Efecto de las consistencias del medio nutritivo (semisolido y Equido) en presencia de

3 mg/l de BAP sobre la tasa de ahijamicento en apices caulinares de quequisque................. 21
3.5.1 NUMETO A8 YEIMAB..c.everrrrcirvmrnrrrareasrssssssmsssmmsetesissesssssssasseesissass sassssnsnesaresesarssnssneasssensass 21
3.6 Efecto del AIA en la tasa de enraizamiento en apices caulinares de quequisque............... 22
3.6. 1 NUMEro de ralCes oot iens o s e a e e 22
3.7 Adaptacion de las plantas de quequisque a condiciones de VIVETO........o.occiinnnniinna, 23
IV DISCUSION............ ceteeriesereseheseaebetstestnAneateee TR e AR AR R R AR RS er s AR 24
4.1 Efecto del Hipoclorito de Sodio sobre Ia tasa de contaminacion en apices

caulinares de GUEGUISUL ... ..vreeereireeirieniieiiin st sir s e st e s s s nssaesae s n s e s aareeaaanasmnaneas 24
4.2 Efecto de las concentraciones de BAP en la tasa de crecimiento en apices de

QUEGUESUI ... cvvnveeriarerinrisisrerisstisrasssassestsisees s s r et s s st b e et e s b ae s b e aRE e s o s VAR AR e e s s e re e s e b s s b vab b A0S 26



4.3 Efecto posterior del Hipoclorito de Sodio, ANA y BAP y su influencia en la tasa de

crecimiento en dpices caulinares de QUEGUISQUR .........c.ccvruerrervrceissrescunerrieensaecesesssessneenns 27
4.4 Efecto de la sacarosa sobre la tasa de crecimiento..........ocveeeveerciinniinecc e crce e 29
4.5 Efecto de la consistencia del medio nutritivo semisdlido vy liquido en presencia de 3

mg/l de BAP sobre la tasa de ahijamiento en dpices caulinares de quequisque ................... 30
4.6 Efecto del AIA en la tasa de enraizamiento en apices caulinares de queguisque................. 31
V' CONCLUSIONES ...ttt ab b esb s smta s et st 32
VI RECOMENDACIONES.......ooo s emce st senessassssnens 33
VII REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 34

.V III AN EXOS ................................................................................................................... 38



INDICE DE TABLAS

Taba N e e Pagma

Constituyentes del medio basico de Murashige y Skoog, 1962 .....cvenrvrvevvercrrenvencnns 4

Diferentes concentraciones de hipoclorito de sedio utilizadas sobre Ia tasa de
desinfeccion en 4pices caulinares de quequisque aplicadas en 9 tratamientos................ 5

Estudio de diferentes concentraciones de Hipoclorito de Sodio utilizadas sobre 1a
tasa de desinfeccién en apices caulinares de quequisque aplicada en 6

Concentraciones de BAP estudiadas en 1a tasa de crecimiento de pices
caulinares de qUEQUISQUE .......oocecrecnrivenvinsnne ehererebrreereaarrre st eae e ar e e s e raenraraes verersens 7

Estudio del efecto posterior del Hipoclorito de Sodio, ANA y BAP sobre la tasa
de crecimiento de apices caulinares de QUEGIUBGUL ........cocvrirereiervsissirrerrnneeresanrasssnsnsn 8

Consistencia del medio nutritivo (semisélido y liquido) estudiadas sobre la tasa

de AhHAMIENLO...... .ot s s e e i0
Concentraciones de AIA estudiadas en 1a tasa de enraiZamiento .....cceevevciesiescesesesenes 12

Comportamiento del niimero de yemas para el efecto de las consistencias del
medio nutritivo............. weeeeesaresuessseEenestesssresereesasreeatitarontetsemaieeenbeanesneesararnn ntisainanire 21



INDICE DE FIGURAS

Figura N o PSRRI Pagina

1

Efecto del Hipoclorito de Sodio sobre 1a desinfeccion de apices de caulfinares

de quequisque en tres PEMOAOS.......ovuiviiiiiiemiierr s 15

Efecto del Hipoclorito de Sodio, sobre 1a tasa de desinfeccion de apices

caulinares de quequisque en un perfodo de 7 dias después de la siembra.........cco.. 16
Influencia del tiempo sobre 1a tasa de CrecHIENIO ..covmvereniceicsiniinniseitere 17

Efecto posterior del Hipoclorito de Sodio, ANA y BAP sobre la tasa de
crecimiento en dpices caulinares de quequisque on la primera semana despuds
BE 12 SIEMBTA ..o et et s s e e e e a e e n e ab e aae 18

Efecto posterior del Hipoclorito de Sodio, ANA y BAP con respecto al
tiempo sobre la tasa de crecimiento en apices caulinares de quequisque en fa
segunda semana después de 1a SIEMBTa.....c.ocvecvee v e e 19

Efecto posterior del Hipoclorito de Sodio ANA y BAP sobre la tasa de
crecimiento en Apices caulinares de en la tercera semana después de la siembra........ 19

Efecto de la sacarosa en diferentes concentraciones sobre la tasa de

crecimiento en dpices caulinares de QUEGRESQUE .........ocuvviiaesrecrnsonesssrncsseniamrarares 20

Ffecto de las consistencias del medio nutritivo (semisolido y liquido ) sobre 1a
tasa de ahijamiento en 4pices caulinares de qUEGUISGUL ..........ccvcmrvirrisiinesnrsneneens 21

Efecto del AIA sobre la tasa de enraizamiento en apices caulinares de
QUEGUHSGUE ... ceerireriresecisensessnsssariisissssessiesesrrssssbisbisisbastsinsasenrav s areassastnnassarasessenss 22

ii



INDICE DE ANEXOS

Tabla N° Pagi
ADIA N e dgina

1A ANDEV A realizado a los datos del efecto del Hipoclorito de Sodio en
concentraciones de 2.5 % a 22.5 % sobre la desinfeccion en dpices caulinares
de quequisque en el primer SUbCUIIVO. ..ot 38

2A ANDEVA realizado a los datos del efecto del Hipoclorito de Sodio, en
concentraciones de 25 % a 10 % sobre la desinfeccion de apices caulinares de

guequisque en el primer subculivo ... 38

3A ANDEV A realizado a los datos del efecto del BAP sobre 1a tasa de
crecimiento en apices caulinares de quequisque en el segundo subcultivo................. 39

4A ANDEVA realizado a los datos del efecto posterior del Hipoclorito de Sodio
ANA y BAP con respecto al tiempo y su influencia en 1a tasa de crecimiento
cn apices caulinares de quequisque en el tercer subCIVO .....oovvviririrereniiennnninnnnn, 40

5A ANDEVA realizado a los datos del efecto de 1a sacarosa sobre la iasa de
crecimiento en dpices caulinares de quequisque en el cuarto subcultivo ... 41

6A Prueba de t-student realizada a los datos del efecto de la consistencia del
medio nutritivo (semisolido y liquido) en presencia de 3 mg/l de BAP enel

7A ANDEVA realizado a los datos del efecto del AIA sobre la tasa de
enraizamiento de Apices caulinares de quequisque en el sexto subcultivo ................ 41

iit



RESUMEN

El presente trabajo sc realizd en ¢l Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del
Programa Recursos Genéticos Nicaragfienses (REGEN-UNA). En los ensayos realizados fueron
estudiados 9 concentraciones de hipoclorito de sodio en la desinfeccién de los explantes de
quequisque y sc determiné que conceniraciones entre 55% y 70% v/v, fueron las mis
adecuadas. Sin embargo, al cstudiar el efecto del BAP, ANA y «l cfecto del Hipoclorito de
Sodio sobre 1a tasa de crecimiento del tallo, sc observd que las altas concentraciones de Cloro
utilizados en el proceso dc desinfeccién del explants y la utilizacién de ANA en el medio
nutritivo de establecimiento reducen la tasa de crecimiento. Por ofra parte se observd que las
concentraciones de BAP utilizadas no tuvieron ningln efecto sobre 1a tasa de crecimiento. En of
estudio del efecto de 4 concentraciones de sacarosa (23 g, 30 g 37 gy 44 g) las plantas
mosiraron una tasa de¢ crecimiento similar. En la tasa de muitiplicacion acelerada, donde se
estudié ¢l efecto de Ia consistencia del medio sobre ¢l ahijamiento no se observé diferencias y en
1a tasa de enraizamiento donde se evatuaron 3 niveles de AIA (0.0 mg/l, 0.05 mg/y 0.1 mg/l).
También no se encontrd diferencia en cuanto a la formacién de raices. El comportamiento de
las vitroplantas de quequisque en condiciones de vivero reflejé resultados satisfactorios las
cuales mostraron una buena capacidad de adaptacién siguiendo un normal crecimiento y
desarroflo.

iv



I INTRODUCCION

El quequisque (Xanthasoma sagittifolium L. Schott) pertenece a 1a familia Ardceae, género
Xanthosoma. Es originario de América (Montaldo, 1983; Zada et al,, 1995). Es de clima tropical
y subtropical por lo que se adapta a diversas condiciones ecologicas. Sin embargo algunos factores
ambientales afectan el cultivo los que se reflejan fundamentalmente en la tuberizacion que es
influenciado por la temperatura, fotoperiodo, disponibilidad de agua, elementos nutricionales y
otros (Blanco, 1987).

La propagacion de este cultivo se efectila vegetativamente plantando secciones de cormos
(Montaldo, 1983; IICA, 1989). Una dc las desventajas de cste método de propagacion ¢s que no
¢s cfectivo para mantencr genotipos libres de enfermedades debido que al propagar
vegetativamente también se diseminan las enfermedades (Salazar, 1991).

En Nicaragua se cultiva quequisque en Sébaco, Nueva Guinea, Masaya, Carazo, Rio San
Juan y en algunas ircas de los departamentos de Granada y Rivas (Blanco, 1987). La estacion
experimental de Nueva Guinea cuenta con un jardin de colecta de 90 accesiones, 87 de las cuales
provienen del CATIE y las tres restantes de Nueva Guinea (MIDINRA, 1984)

El quequisque ha sido un cultivo de subsistencia lo que ha implicado su marginacion
(Giacometil y Ledn, 1992).

Muchos productores principalmente en el tropico himedo ante la posibilidad de exportar
quequisque y las perspectivas de mejorar sus ingresos tratan de intensificar ¢l cultivo utilizando
técnicas tradicionales que sélo satisfacen ¢l mercado local y el antoconsumo. Sin embargo es
necesario generar y adoptar técnicas apropiadas en cstc cultivo para mejorar y aumentar su
produccion y productividad en estas &reas; sin que estas pricticas tengan cfectos negativos en
ecosistemas frigiles como es ¢l trépico himedo (Cisne ef al., 1994).

Las caracteristicas agricolas del quequisque han contribuido al desarrollo de este cultivo y
adquirido una importancia ccondémica, en ¢ste sentido se destacan los siguientes aspectos: alio
potencial de rendimiento, resistencia a plagas y enfermedades, alio poder de conservacion en



condiciones naturales, tamafio extremadamente pequefio del grano de almidon lo que permite que
sea recomendado como dicta alimenticia por su alta digestibilidad (Blanco, 1984).

El quequisque y otras especies del género Xanthosoma en la actualidad han ganado un
valor excepcional como alimento debido a sus caracteristicas organolépticas y propicdades
nufritivas.

El cultivo de tejidos vegetales es una solucién viable para resolver algunos de los problemas
mencionados anteriormente. En los dltimos afios el desarrollo de Ia técnica de micropropagacién
ha tenido gran éxito y permite obtener grandes volimenes de plantas libres de plagas v
enfermedades las cuales poscen mayor vigor y homogencidad genética (Hurtado y Merino, 1994).

Dadas las ventajas que <l cultivo de tejidos representa para la agricultura se realizd este
trabajo con los siguientes objetivos:

1- Estudiar ¢l efecto del hipoclorito de sodio en diferentes concentraciones sobre Ia desinfeccion de
apices caulinares de quequisque.

2- Estudiar el efecto del BAP (6-Bencil Amino Purina), sobre la tasa de crecimiento de los pices
caulinares de quequisque.

3- Estudiar ¢l efecto posterior del hipoclorito de sodio, ANA (Acido Naflalenacético), BAP y su
influencia en la tasa de crecimiento de los dpices caulinares de quequisque.

4. Estudiar ¢l efecto de la sacarosa en distintas concentraciones sobre la tasa de crecimiento de
quequisque.

5- Estudiar el efecto de 1a consistencia del medio (sélido, liquido) sobre Ia tasa de ahijamiento de
quequisque.

6- Estudiar ¢l efecto del AIA en diferentes concentraciones sobre la tasa de enraizamiento de
quequisque.

7- Observar ¢l comportamiento de las vitro plantas en su adaptacidn a condiciones de vivero.



II MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizd en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del
Programa de Recursos Genéticos Nicaragtienses (REGEN), Facultad de Agronomia (FAGRO)
de la Universidad Nacional Agraria (UNA) ubicada en el km. 12 y 1/2 carretera norte, Managua
en ¢l periodo comprendido entre los meses de febrero a octubre de 1994,

2.1  Manejo de semilla para la reproduccién de plantas madres

Con el objetivo de aumentar 1a cantidad de plantas madres (plantas donadoras de
explantes) para ¢l establecimiento de cultivo in vitro se procedié a multiplicar los mismos en
condiciones de vivero. Se realizaron dos propagaciones. La primera se realizé en canteros de
arena de rio. Previo al establecimiento de la semilla la arena se esterilizé aprovechando la luz
solar. Para alcanzar altas temperaturas, primeramente s¢ humedecié Ia arcna y posteriormente
se procedio a cubrir el cantero con un pléstico transparente logrando alcanzar temperaturas de
75 °C en las horas de mayor radiacion solar, ¢l tratamiento s¢ mantuvo por 8 dias.
Seguidamente se realizo 1a siembra de las yemas utilizindose para tal fin trozos de cormelos de
quequisque con peso de 200 g aproximadamente, que contenian dos yemas. La siembra se
realiz6 a una profundidad de 2 cm y a una distancia de 5 cm entre cormelo y cormelo, se aplicd
ricgo diariamente. Debido a las dificultades que presentd Ia arena en la retencién de humedad lo
cual afectd en la primera siembra la germinacién y crecimiento, se procedié a realizar otra
siembra con manejo similar a la anterior donde las yemas de quequisque se establecieron en

maceteras de barro y plastico usando como sustrato una mezcla 1:1 de tierra y arena.
2.2  Esterilizacién de materiales y equipos

1 a esterilizacion de pinzas, placas petri, escalpelos y tubos de ensayo se realizé en horno
3 170 °C durante 1 hora. Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a2 121 ‘C y auna
atmoésfera de presion durante 20 minutos. Antes de realizar la sicmbra se esterilizaba la camara
de flujo laminar con luz ultravioleta durante 45 minutos. 15 minutos después que se apagaba la
luz ultravioleta se iniciaba la siembra in vitro para evitar que las radiaciones de 1a uz ultravioleta
ocasionara dafios al operario. La cimara de flujo Iaminar se limpié con alcohol al 70 %. Asi
mismo éste fue empleado para desinfectarse las manos durante la incubacion de los explantes en
los tubos de ensayo.



2.3 Medios de culfivo
Como medio de cultivo se utilizd ¢l medio de Murashige y Skoog, 1962 (Tabla 1).

Tabla 1. Constituyentes del medio basico de Murashige y Skoog, 1962.

Solucién | Constituyentes Cant/const. MASA Vol/Sol madre/
Solucion madre (g) { Concentracién final (g) | L de medio
basal

1 NHNO, 24.75 1650 20
KNO, 285 1900
Mg SO, TH,©O 5.55 370
KILPO, 2.55 170

2 H,BO, 0.62 6.2 10
MnSO, 2.176 22.3
ZnSO, TH,ONs, 0.86 8.6
MoO, 2ZH;0 0.025 0.25
CuSO, 5H,0 0.0025 0.025
CoCl, 6H,0 0.015 0.025

3 KI 0.075 100 ml/0.83 mg 3

4 CaCl, 6H,0 15 100 ml/440 mg 2.9

5 Na; EDTA 1.49 2037.3 5
FeSO, TH;O 1.1

6 | Tiamina- HC] 0.02 200 (1mg 0.5 mg) 10

7 Mioinositol 100 mg/l 0.01 mg

Tuenie: Murwbige y Skoog, 1942,
Los medios de cultivo s¢ prepararon en beakers diluyendo todas las mucstras de
soluciones madres en ¢l orden que aparccen (Tabla 1) en agua destilada y desionizada.
Posteriormente las soluciones s¢ homogenizaron en el agitador electromagnético. El pH se
ajusté a 5.7 con adicion de soluciones tampén icido clorhidrico (HCI) al 0.5 Normal ¢
hidréxido de potasio (KOH) al 0.5 Normal. Para solidificar el medio nutritivo se empleé difco-
bacto-agar a razon de 7 g/l, también se le adicioné agua de coco 100 ml/l, sacarosa 30 g/l
Posteriormente s¢ verticron 10 mi de las variantes de medio en cada tubo de ensayo, de 10 cm

de largo por 2 cm de didmetro.

2.4  Efecto del Hipoclorito de Sodio sobre la desinfeccion de dpices de gueguisgue.
Para determinar ¢l cfecto del Hipoclorito de Sodio sobre Ia desinfeccion se establecicron dos

ensayos.




Fn el primer ensayo se¢ estudiaron 9 concentraciones de Hipoclorito que van desde 2.5%
hasta 22.5 % V/V (Tablas 2).

Tabla 2. Diferentes concentraciones de Hipoclorito de Sodio utilizadas sobre la tasa de
desinfeccion en Apices caulinares de quequisque aplicadas en 9 tratamientos,

Tratamientos Concentraciones de Hipoclorito de Sodie % V/V
2.5

5

7.5

10
12.5

15

17.5

20

Olot|~Eioniun [l it ]m

22.5

Como resultado del primer ensayo se establecié un segundo ensayo en ¢l que las
concentraciones de Hipoclorito de Sodio iban de 25 %V/V a 100 % V/V (Tabla 3).

Tabia 3. Estudio de diferentes conceniraciones de Hipoclorito de Sodie sobre la tasa de
desinfeccion en dpices caulinares de quequisque aplicadas en 6 tratamientos.

Tratamientos Concentraciones de Hipoclorito de Sodio % V/V
1 25
2 40
] 3 55
4 70
! 5 85
6 100

Extraccion y desinfeccion del material vegetal
Para la obtencién de los 4pices caulinares se seleccionaron plantas provenientes de

canteros de arena de 10 a 15 cm de altura que mostraron un buen desarrofio fisioldgico, el
mismo dia de la siembra in vitro. Posterior a su seleccién las plantas donadoras de explantes
fueron trasladadas a laboratorio en donde se procedié a retirarles las hojas y raices luego fueron
seccionadas y reducidas a un tamailo aproximadamente de 2 cm de longitud. Seguidamenic sc
enjuagaron con agua de cafierfa y jabén lquido utilizando un beaker de 1000 mi; ubicando dste
bajo ¢l grifo de agua con el objetivo de retirar ¢l polvo y ofras particulas. Posteriormente se
realizd la desinfeccion de los explantes. En 9 beakers de 100 mi con cinco explantes dada uno,
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se procedié a preparar individualmente las concentraciones de Hipoclorito de Sodio para cada
tratamiento (Tablas 2 ). En cada beaker se agregaron dos gotas de shampoo por cada 100 ml de
agua, lucgo sc agitaron durante un tiempo de 10 minutos en agitador clectromagnético, para
aumentar la penetracion del Hipoclorito de Sodio en el tejido vegetal. En ¢l segundo ensayo se
scleccionaron plantas provenientes de maceteras de barro y plastico; en este ensayo Ia extraccién
y desinfeccion del material fue similar al ensayo anterior con la diferencia que se utilizaron
mayores concentraciones de Hipoclorito de Sodio (Tabla 3).

Posteriormente sc trasladaron Jos beakers que contenian los explantes a la cimara de
flujo laminar donde se procedié a enjuagar tres veces con agua destilada y esterilizada para
eliminar los residuos de shampoo ¢ Hipoclorito de Sodio.

Establecimiento de los explantes
Posterior a Ia desinfeccion se micié la inoculacion de los explantes realizando 1a

extraccién sobre cajas petri estériles con ayuda de pinzas y escalpelos en la cimara de flujo
laminar. Cada yema se inocul6 individualmente en un tubo de ensayo que contenia 10 ml de
medio de cultivo Murashige & Skoog, 1962. Después de Ia siembra del material vegetativo los
explantes se transfirieron al cuarto de crecimiento a temperatura de 24 + 1 °C, intensidad
huminica de 2500 hux, fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad y humedad relativa del
72 %.

Variables evaluadas
Tasa de Contaminacién: Para esta variable sc procedié a contar ¢l niimero de explantes

contaminados y no contaminados de forma visual. Este conteo se realizo en 3 periodos: 3 dias,
S dias y 7 dias después de la siembra.



Disefio experimental y anilisis estadistico de los resuitados del ensayo de desinfeccion de
dpices caulinares de quequisque.

Para determinar el efecto del Hipoclorito de Sodio sobre la desinfeccion de los apices
caulinares de quequisque se realizaron 2 ensayos, los cuales se establecicron a tavés de los
siguientes modelos de regresion:

a) Para el primer ensayo se utilizd el siguiente modelo de regresion multiple cuya ecuacion es:
Y = a+ h(xy) + ¢(x,) donde:

Y = porcentaje d¢ contaminacion.

b concentraciones de Hipoclorito de Sodio (Tabla 2).
x; = fres periodos: 3, 5y 7 dias después de la siembra.

La evaluacion se realizo en 3 periodos 3, 5 y 7 dias después de la siembra con 9 tratamienios y
5 repeticiones, Los resultados se analizaron en el paquete SAS (Statistical Analysis System),

b) En el segundo ensayo se utilizd ¢l modelo de regresion simple cuya ecuacién es: Y =a - bx.
Donde:
Y =  porceniaje de contaminacion.
x=  concentraciones de Hipoclorito de Sodio (Tabla 3).
1.2 evaluacion se realizd en un periodo de 7 dias después de la siembra in vitro.

con 6 tratamientos 10 repeticiones. Los resultados se procesaron en ¢l paquete SAS.

2.5  Efecto del BAP sobre la tasa de crecimiento de dpices caulinares de queguisque.
Para este estudio se tomaron vitrc plantas provenientes del primer ensayo de
desinfeccion en el cual sc evaluaron 4 niveles de BAP (Tabla 4),

Tabia 4. Concentraciones de BAP estudiadas en la tasa de crecimiento de apices
caulinares de quequisque.

Medio Bésico BAP (mg/D)
MS 0.0
MS 0.1
MS 0.5
MS 1.0




Variables evaluadas en el estudio del efecto de las concentraciones de BAP sobre la tasa de

crecimiento

Altura de planta (cm): S¢ midié con una regla graduada cada virro planta desde 1a base del
tallo hasta ja yema apical.

Analisis estadistico de los resultados del estudio del efecto del BAP sobre la tasa de

crecimiento

Se utilizd ¢l modelo de regresion simple cuya ecuacion es:

Donde:

Y=

x:

Y=a+hx

tiempo en dias

tasa de crecimiento

2.6  Efecto posterior del Hipoclorito de Sodio, ANA, BAP y su influencia en la tasa de

crecimiento en dpices caulinagres de quequisque.

Se estudio 1a relacion ANA, BAP ¢ Hipoclorito de Sodio en diferentes concentraciones.
Para este estudio se utilizaron vitro plantas provenientes del segundo ensayo en ¢l cual se evalué
¢l grado de desinfeccion del Hipoclorito de Sodio (Tabla 3).

Tabla 5. Estudio del efecto posterior del Hipoclorito de Sodio, BAP y ANA sobre la tasa
de crecimiento de dpices caulinares de quequisque

CONCENTRACIONES DE HIPOCLORITO DE SODIO

| 25 % VIV 40 % VIV 55% VIV T0% VIV 85% VIV 100% VIV
ANA | BAP | ANA | BAP | ANA | BAP | ANA | BAP | ANA | BAP | ANA | BAP
(gD | gD | mg/l) | (mgA) | (me/M) | (mg/) | e/ | mgA) | (ma/D | (me/) | (mar) | (meg/h)
0.3 1 0.3 1 03 1 0.3 1 0.3 1 0.3 1
0.6 1 0.6 1 0.6 1 0.6 1 0.6 1 0.6 1
0.9 1 0.9 1 0.9 1 0.9 1 0.9 1 0.9 1
0.3 2 0.3 2 0.3 2 0.3 2 0.3 2 0.3 2
0.6 2 0.6 2 0.6 2 0.6 2 0.6 2 0.6 2
0.9 2 0.9 2 0.9 2 Q.9 2 0,9 2 0.9 2

Los medios nutritivos con las diferentes concentraciones de ANA y BAP (Tabla §) se
prepararon en agua destilada y desionizada. Seguidamente las soluciones se homogenizaron a
través de un calentador y agitador electromagnético. Se ajusté el pH a 5.7 con acido clorhidrico
(HCI) al 0.5 N ¢ hidroxido de potasio (KOH) al 0.5 N; como gelificante se empled difco-bacto-



agar a razén de 7 g/l. Posteriormente se vertid 10 ml de vanante de medio en cada tubo de
cnsayo de 10 cm de largo por 2 cm de didmetro.

Variables evaluadas

e Altura de planta: Se midi6 con una regla graduada en centimetros cada vitro planta desde
la base del tallo hasta 1a yema apical.

e Nuamero de hojas: Sc contabilizé visualmente ¢l mimero de hojas existentes en cada planta.

Anilisis estadistico de los resultados
Se utilizo ¢l modelo de regresion multiple cuya ecuacién es:

Y=a+ bx1+ sz“}'dx;

Donde:
Y = tasa de crecimiento
x; = cloro
x; = ANA
X3 = tiempo

2.7  Efecto de las sacarosa sobre la fasa de crecimiento en dpices caulinares de

quequisque

Se estudié ¢l efecto de las concentraciones de sacarosa (23 g, 302,37 g y44 g). Los
medios nutritivos con las diferentes concentraciones de sacarosa se prepararon en un beaker
diluyendo todos los constituyentes en agua destilada vy desionizada. Seguidamente las soluciones
se homogenizaron a través de un calentador y agitador electromagnético, el pH se ajusté as7
con soluciones tampon de acido clorhidrico (HCT) al 0.5 N ¢ hidréxido de potasio (KOH) al 0.5
N. Como gelificante se empled difco-bacto-agar a razén de 7 g/l; también se le agregé 100 ml
de agua de coco. Posteriormente se vertidé 10 ml de variante de cada medio nutritivo en cada
tubo de ensayo.



Extraccién y desinfeccion del material vegetal
1.as plantas utilizadas para este estudio procedian del campo. Los procedimientos de

extraccion y desinfeccion del material vegetal fueron similares a los utilizados en el ensayo de
desinfeccion. A diferencia que se utilizaron las concentraciones de Hipoclorito de Sodio V/V de
concentraciones de 55-70 % que resultaron ideales en el segundo ensayo en el cual se logré una
buena desinfeccion de los dpices de quequisque sin que éstos provocaran daiios al tejido.

Establecimiento de los explantes
Posterior a la desinfeccién se inicié Ia inoculacién de los explantes realizando la

manipulacién de éstos sobre cajas petri estériles con ayuda de pinzas y escalpelos en la cimara
de flujo laminar. 40 explantes se sembraron de forma individual en tubos de ensayo, los cuales
fueron flameados antes y después de Ia inoculacion del explante.

Los tubos de ensayo se depositaron en gradillas y se trasladaron al cuarto de crecimiento
donde permanecicron 4 semanas a temperatura de 24 + 1 °C, infensidad luminica de 2500 lux,
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad y humedad relativa def 72 %.

Variables evaluadas
Altura: Se midié con una regla graduada cada vitro planta desde 1a base del tallo hasta la yema

apical, por un periodo de 4 semanas.
Numero de hojas: Se enumerd visualmente la cantidad de hojas existentes en cada planta.

Color de las hojas: Se contabilizé visualmente todas las hojas completamenie verdes y
desarroliadas.

2.8  Efecto de la consistencia del medio nutritive (semisdlide y Hguido) en presencia de 3
mg/A de BAP sobre la tasa de ahijamiento en dpices caulinares de quequisque.

Para la realizacion de este ensayo se procedid a micropropagar cada vitro planta
desarrollada en el ensayo anterior.

Tabla 6. Consistencia del medio nutritivo (semisoélido y liquido) estudiadas sobre Ja tasa
de ahijamienteo.

Medio nutritivo BAP (mg/l) Consistencia
MS 3 semisélida
MS 3 liquida
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Los medios de cultivo con las concentraciones de BAP (Tabla 5) se prepararon en
beakers diluyendo todos los constituyentes en agua destilada y desionizada. Seguidamente las
soluciones sc¢ homogenizaron a través un calentador y agitador electromagnético y sc les ajustd
el pH a 5.7 con 4cido clorhidrico (HCI) al 0.5 N ¢ hidroxido de potasio (KOH) al 0.5 N. Al
medio de consistencia semisolida se le agregd difco-bacto-agar a razéon de 7 gfl el cual fue
disuelto en calentador y agitador electromagnético hasta su ebullicion. Inmediatamente se vertié
30 ml de variante de medio en cada frasco. El medio de consistencia liquida se disolvio en agua
esterilizada y desionizada, vertiéndose 30 ml de variante ¢h cada frasco.

Establecimiento del material vegetai
Las vitro plantas se dividicron en sccciones de tejidos de 1.5 - 2 cm aproximadamente,

s¢ les climiné las hojas y raices dejando Gnicamente las secciones de tejidos con yemas axilares y
apicales. Esta operacién sc realizé en la cimara de flujo laminar. Se inicié la inoculacién
manipulando los explantes sobre cajas petri, apoyados con pinzas y escalpelos. Se sembraron
dos secciones de tejidos en frascos de 11 cm de longitud por 6.8 cm de didmetro y magentas de
6.5 cm de base y 7.5 cm en la parte superior con dos medios nutritivos.

Disefio Experimental y Andlisis Estadistico
El ensayo sc cstablecié en un Discfio Complctamente al Azar (D.C.A.)

Variables evaluadas en el efecto del BAP en Ia tasa de ahijamiento
Niamero de yemas: Se contabilizaron todas las yemas completamente desarrolladas.

Anidlisis estadistico de los resultados del estudio del efecto del BAP en la tasa de
ahijamiento

Se utilizé una prucba de separacion de medias t-student al 0.5 % de significancia,

11



2.9 Efecto del AIA sobre la tasa de enraizamiento en dpices caulinares de quequisque

Tabla 7. Concentraciones de AIA estudiadas en Ia tasa de enraizamiento.
Medio basico AlA (mg/) Consistencia

MS 0.0 senmdsélida

MS 0.05 semisolida

MS 0.1 semisolida

Los medios de cultivo con las diferentes concentraciones de AIA (Tabla 7) se prepararon
con agua destilada y desionizada, seguidamente las soluciones se homogenizaron a través de un
calentador y agitador clectromagnético, se ajusté el pH a 5.7 con icido clorhidrico (FICI) al 0.5
N e hidréxido de potasio (KOH) al 0.5 N. Como gelificante se empled difco-bacto-agar a razén
de 7 g/l, también se le agregd agua de coco 100 mYl. Posteriormente se vertié 10 ml de vaniante
de medic en cada tubo de ensayo de 10 cm de largo por 2 cm de didmetro.

Establecimiento del material vegetal
Con ¢l objetivo de obtener plantas para su posterior adaptacion a condiciones

ambientales o de campo, se procedio a la extraccion de las yemas de los frascos obtenidos en el
cnsayo anterior las cuales fueron seccionadas e inoculadas en los tubos de ensayo. Esta
operacion se realizo tomando en cuenta todas las medidas asépticas descritas en los ensayos

anteriores.

Variables evaluadas en el efecto de tres concentraciones de AJIA sobre la tasa de
enraizamiento de quequisque

Numero de raices: Se contabilizaron de manera visual todas las raices existentes mayores de
0.5 cm a las 4 semanas de establecidos los explantes.

Disefio experimental y andlisis estadistico
El ensayo se establecié en un disefio corpletamente al azar (DCA) con tres tratamientos

y 10 repeticiones. Los resultados obtenidos fueron transformados mediante 1a forma:

Y=vYn+035
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2.10 Adaptacidn de las vitro plantas de queguisque a condiciones de vivero.

Se seleccionaron 30 vitro plantas con ¢l objetivo de conocer ¢l grado de adaptabilidad
de éstas en condiciones de vivero. Las plantas con hojas bien desarrolladas se extrajeron de los
tubos de ensayo y se lavaron con agua corriente para climinar los residuos del agar, luego se
planiaron en boisas de polictileno de 1 kg que contenian tierra. Para evitar la pérdida de
humedad éstas fueron transferidas a una cdmara de plistico con el objetivo de no exponerlas a Ia
luz directa del sol, después de 3 dias sc les retird la camara plastica, las plantas se dejaron en la
sombra. Durante 4 semanas se les suministré riego cada 2 dias. Se fertilizaron con la formula
completa 12 - 30 - 10 una vez por semana. El fertilizante sc diluyo a razén de 4 g/l de agua,
Cuatro semanas después de haberles retirado 1a cidmara hiimeda, las plantas fieron expuestas a
la luz solar directa, para que éstas alcanzaran su tamafio y uniformidad antes de que se
sembraran en el campo definitivamente.
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1II RESULTADOS

3.1  Efecto de las diferentes concentraciones de Hipoclorito de Sodio sobre la tasa de
desinfeccion en dpices canlinares de quequisque

En el andlisis cstadistico realizado a los datos obtenidos en la variable tasa de
desinfeccion se observd que existe una relacion directa en el efecto de las concentraciones de
Hipoclorito de Sodio y ¢l tiempo de exposicion sobre 1a reduccion de la tasa de contaminacién
en Jos apices caulinares de quequisque (Tablas 1A y 2A).

Mediante ¢l anilisis de regresion se observé que concentraciones de 2.5 % de
Hipoclorito de Sodio s¢ enconfré el mayor porcentaje de contaminacion en los tres periodos
evaluados. Al tercer dia después de la siembra in vitre los niveles de contaminacién fueron del
36.5 %; a los 5 dias después de la sicmbra in vitro cstos niveles aumentaron hasta un 50.8 %, y
a los 7 dias después de la siembra los niveles de contaminacién alcanzaron mayores porcentajes
hasta Hegar a un 67 % de contaminacién. A diferencia de concentraciones mayores de 22.5 %
de Hipoclorito de Sodio en ¢l que al tercer dia estos niveles disminuyeron a un 3.8 %; a los 5
diasaun9 %y alos 7 dias aun 17 %. Es importante observar en la (Figura 1) que 1a tasa de
contaminacion reflcja valores mas altos en relacién a concentraciones bajas de Hipoclorito de
Sodio y mayor tiempo de exposicién.

De acuerdo a los resultados obtenidos no es conveniente evaluar ¢l porcentaje de
contaminacion a los 3 dias después de la siembra in vitro, ya que es dificil determinar 1a tasa de
contaminacion en las primeras 72 horas.

Es importante hacer notar que en este experimento los resultados obtenidos no fueron
satisfactorios en cuanto a la reduccion de la tasa de contaminacion relacionados al tiempo de
evaluacién por lo que fuc necesario realizar un segundo estudio donde sc tomé como punto de
referencia el tiempo Optimo de evaluacion 7 dias después de 1a siembra in vitro con Ia diferencia
de que en este segundo estudio se evaluaron concentraciones mayores de Hipoclorito de Sodio.
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Los resuliados de este estudio se muestran en la (Figura 2.) donde se puede apreciar
como disminuyen los porcentajes de contaminacion con respecto a las diferentes
concentraciones cvaluadas y al tiempo. En las concentraciones de 70% V/V vy 85 % V/V de
Hipoclorito de Sodio los porcentajes de contaminacién se reducen al 0 %. No obstante se
determind que las concentraciones ideales para lograr un normal crecimiento y desarrollo de las
vitro plantas son de 55 % V/V y 70 % V/V de Hipoclorito de Sodio. Concentraciones mayores
del 70 % hasta 100 % resultaron ser perjudiciales a las vitro plantas ya que éstas presentan una

reduccion en ¢l crecimiento v desarrollo de los explantes.

|Y=5.72-0.2037 x (CI) + 0.5454 (T) |

3 dlas
—i—5 dias
-~ 7 dias

% de contaminacion

[ e T A St S S et SRS S U VRO S SO G S
25 5 75 10 128 15 175 20 225

Concentraciones de hipociorito de sodio (% V/V)

Figura 1. Efecto del Hipociorito de Sodio sobre la desinfeccién de
apices de quequisque en tres periodos.
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[Y=6017-0.063(C) |

% ge contaminacion
.

28 40 55 70 85 100
Concentraciones de hipaciorito de sodio (% V/V)

Figura 2. Efecto del Hipoclorito de Sodio sobre |a tasa de desinfeccién de
apices caulinares de quequisque en un periodo de 7 dias después de la
siembra,

3.2  Efecto de las concentraciones de BAP sobre la tasa de crecimiento en dpices
caulinares de quegquisque

El analisis de regresion realizado a los datos de la variable altura determiné diferencias
altamente significativas con respecto al tiempo no asi en las concentraciones de BAP en su
influencia sobre el crecimiento (Tabla 3A). El tiempo esta relacionado con la variable altura.
Se puede observar que a medida que se incrementa ¢l tiempo el incremento en altura es mayor,
por ¢l contrario las diferentes concentraciones de BAP utilizadas no gjercen ninguna influencia

en el crecimiento.
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18 4
16+
14+
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lY=-0.166 + 0.528 (T) |
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02+
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7 dias 14 dias 2idias 28 dias
Tiempo {dias)

Figura 3. Influencia del tiempo sobre |a tasa de crecimiento

La figura muesira la expresion del crecimiento a una velocidad logaritmica con respecto al
tiempo.

3.3 Efecto posterior del Hipoclorite de Sodio, ANA y BAP, con respecto al tiempo y su
influencia en la tasa de crecimiento

En el analisis realizado a la variable altura de planta se observaron diferencias altamente
significativas en relacion al Hipoclorito de Sodio, ANA y tiempo. Estadisticamente el BAP no
influencié significativamente el crecimiento. Concentraciones de BAP y ANA estin
directamente relacionadag con Ia tasa de crecimiento. Numéricamente 1a adicién de 1 y 2 mg/l
de BAP y conceniraciones bajas de ANA (0.3 mg/l) reflejan una mayor altura sobre la tasa de
crecimiento. Es una caracteristica de las auxinas el que a concentraciones bajas estimulen el
metabolismo y desarrollo. Se muestra un efecto negativo en el crecimiento al aumentar las
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concentraciones de ANA, esto se debe a que concentraciones altas de auxinas se deprime el
proceso metabdlico por ende el crecimiento y desarrollo de 1a planta (Tabla 4A).

1.2+
N \\\'
- 08+ 0.3 (mgh) ANA
E —8—0.6 (mg/l) ANA
08+ ——0.8 (mg/ ) ANA
% [¥=1.20-0.0038 (X,) - 0.357 (X7 + 0.178 (<3 |
04 +
0.2 -
0 i

25 40 55 70 85 100
Concentraciones de hipociorito de sodio (% VAV)

Figura 4. Efecto posterior del Hipoclorito de Sodio, ANA y BAP sobre la tasa
de crecimiento en dpices caulinares de quequisque en la primer semana
desoués de la siembra.

La tasa de crecimiento es influenciada por las concentraciones de Hipoclorito de Sodio y
ANA. En la figura se observa que bajas concentraciones de ANA (0.3 mg/l) estimulan un
mayor crecimiento. La welocidad de crecimiento va disminuyendo en relacidon con las
concentraciones de Hipoclorito de Sodio. El crecimiento ¢s mayor en concentraciones de 25 %
y disminuyc a2 medida que éstas se¢ van aumentando. A concentraciones del 100 % de
Hipoclorito de Sodio se inhibe el crecimiento de 1a planta. Resultados similares se reflejan en 1a
segunda y tercera semana después de 1a siembra (Figuras 5y 6).
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1.2 +
14 ——~ 0.8 (mg/M ANA

08 —a&— 0.9 (mgA) ANA
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06 +

[Y =1.20 - 0.0039 (X) - 0.357 (Xy) + 0.178 |

04 4

02+

Q t + + + + 4 ¢ + + + +
i 40 55 70 85 106
Concentraciones de hipociorito de sodio (% V/V)

Figura 8. Efecto posterior del Hipoclorito de Sodio, ANA y BAP sobre ia
tasa de crecimiento en dpices caulinares de quequisque en ia segunda
semana después de Ia siembra.

18+

141 \\\
v24 \.\‘_\\‘
~— 0.3 (mg/) ANA

084 [Y =1.20-0.0039 (X1) - 0.057 (X} + 0.178 | —i— 0.6 (mgh) ANA
~i— 0.9 (mg/) ANA

altura (cm)

O'B +
04+

0.2+

0 + + + + + } + } '
.- 40 55 70 85 100
Concantraciones de hipociorito de sodio (% VV)

Figura 6, Efecto posterior del Hipociorito de Sodio, ANA y BAP sobre fa
tasa de crecimiento en dpices caulinares de quequisque en 1a tercera
semana después de ia siembra.
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3.4  Efecto de la sucarosa en diferentes concentraciones sobre el incremento en altura de
dpices caulinares de quequisque.

En el analisis estadistico realizado a Ia variable altura de planta no reflejé ninguna
diferencia estadistica. No existe relacion entre la concentracion de sacarosa y la variable altura,
la altura esta determinada por ¢l factor tiempo. Sin embargo los mayores valores en altura se
presentaron con la adicién de concentraciones de 30 g y 44 g de sacarosa en relacion a las otras

concentraciones de sacarosa en estudio (Figura 7).

14
"1 /\
3 084 -t —&—7 dias
- il 14 dlas
§ 0ed —a—21 dias
k|
0.4
0,2 -
0 + + + + + : +
23 30 37 44
Concentracionss de sacarosa (g)

Figura 7. Efecto de 1a sacarosa en diferentes concentraciones sobre la tasa de crecimiento en
apices caulinares de quequisque.
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3.5  Efecto de las consistencia del medio nutritive (semisdlido y liquide) en presencia de
3 mgA de BAP sobre la tasa de ahjjamiento en dpices caulinares de quegquisque.

3.5.1 Nimero de yemas

El andlisis realizado a la variable nmero de yemas mediante una prucba de t-student no
reflejé ninguna diferencia entre medias en relacién al nmero de hijos en dos medios nutritivos
(semisdlido y iquido), sin embarge numéricamente los datos reales muestran un mayor nmero
de hijos en el medio liquido con 5.66 yemas/planta (Tabla 6A y 8).

Tabla 8. Comportamiento del niimero de yemas parz el efecto de las consistencias de los
medios nutritivos.

Consistencia del medio | N® de yemas promedio/pta. Medio nutritivo
semisélido 5.116 a* MS + BAP + 7 g/l agar
liguido 5.66a MS + BAP

* Promedios con Ia misma lefra no difieren estadisticaments segin ka proeba de t-student.

Figura 8, Efecto de 1a consistencia del medio nutritivo (semisdlido y liquido sobre 1a tasa de
ahijamiento en dpices caulinares de quequisque.
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La figura 8 muestra las diferencias entre las consistencias liquida y semisdlida donde 1a
consistencia liquida influye en mayor magnitud en el nimero de hijos presentando un promedio
de 5.66 yemas/planta. Lo contrario sucede en 1a consistencia semisélida con 5.116 yemas/planta

3.6  Efecto del AIA en ia tasa de enraizamiento en dpices caulinares de quequisque
3.6.1 Niamero de raices

El analisis estadistico realizado a la variable ntimero de raices no presentd diferencias
significativas (Tabla 7A).

En la grifica se observa como actuaron las concentraciones de AIA incorporadas al
medio de cultivo como tratamiento sobre la variable niimero de raices en las vitro plantas en
estudio, el mayor nimero de raices se presentd cuando se adiciond 0.05 mgl de AIA,
presentando un promedio de 18 raices por planta. Resultados similares se obtuvieron con la
adicion de concentracion de 0.1 mg/l de AIA. De acuerdo a los resultados obtenidos se observa

que ¢! niimero de raices estd relacionado a la adicion de AIA al medio de cultivo.

N* de ralces

g4

0.0 0.05 0.1
Concentraclones de AJA {mgh)

Figura 9. Efccto del AIA sobre ]a tasa de enraizamiento en apices caulinares de quequisque.
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3.7  Adaptacidn de las plantas de quequisque a condiciones de vivero

El estudio realizado sobre el cultivo in vitro de dpices caulinares de quequisque reflejo
resultados satisfactorios. Las vitro plantas de quequisque presentaron una buena capacidad de
adaptacion, de las 30 vitro plantas seleccionadas el 85% sobrevivieron a las condiciones del
medio ambicnte sin ningin problema, presentando un normal crecimicnto y desarrollo. Cabe

mencionar que cstas plantas estin en un nuevo estudio de tesis.
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IV DISCUSION

4.1  Efecto del Hipoclorito de Sodio sobre la tasa de contaminacidn de dpices caulinares
de quequisque

Uno de los principales problemas en cultivo de tejido vegetales es la desinfeccion del

explante.

El grado de dificultad de la desinfeccién de los tejidos o cultivos in vitro van a depender
de Ia especie con la que se esté trabajando; de Ia edad de 1a planta madre (plantas de las que se
extraen las yemas que se vayan a inocular cn los tubos de ensayo); de las condiciones en la que
s¢ desarrollan las plantas madres, del tipo de desinfectante que sc utilice v tamafio del explante
(Villalobos & Thorpe, 1991; Hughes, 1982; Fossard, 1979; Hu & Wang, 1983).

Aunque la mayoria de los microorganismos presentes en la  superficie del explante no
son patogénicos bajo condiciones de campo, en condiciones in vitro, y en presencia de un
medio nuiritivo rico en sales minerales y en compuestos orginicos el crecimiento de éstos es

rapido, limitando el desarrollo de las yemas o pices caulinares,

Para climinar de la superficie de los tejidos vegetales se recomienda utilizar
desinfectantes que climinen cualquier tipo de microorganismos, pero que a la vez sea ficil de
retirarlo de los tejidos vegetales.

u & Wang, (1983) mencionan que entre los desinfectantes mis utilizados en el cultivo
dc dpices o meristemos estan:  El Hipoclorito de Sodio, generalmente se utiliza el Cloro
comercial que tiene una concentracién de 5 % a 6 %; el Hipoclorito de Calcio y el Cloruro de
Mercurio. El Hipoclorito de Sodio tiene 1a ventaja de no ser téxico y de ser de facil acceso en

nuestro pais.

Las concentraciones de Hipoclorito de Sodio utilizadas en 1a desinfeccion de los tejidos
in vitro, como se¢ mencionoé anteriormente dependen de la especie, del tamaifio del explante y
otros factores.

Hughes, (1982) recomienda que para la desinfeccion de plantas omamentales se utilice
5 % a 6 % de Hipoclorito de Sodio.
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Skirvin, (1982) menciona que para la desinfeccion de arboles frutales se utiliza
Hipoclorito de Sodio al 10 % V/V.

Lopez, (1994) recomienda que para la desinfeccion de los tejidos de camote (Jpomoea
batata 1..) se utilice ¢l Hipoclorito de Sodio al 3 % durante dos minutos.

Conger, (1982) sefiala que muchos cultivos agronomicos de interés como cereales,
leguminosas, cultivos forrajeros, oleaginosas y textiles generalmente son desinfectados mediante
una rapida inmersién en etanol al 70 % y una desinfeccion posterior con Hipoclorito de Sodio

en concentraciones que van del 5 % - 15 % V/V.

Martinez, (1995) citando a diversos autores, reficre que en la desinfeccion de los
explantes iniciales, se han empleado comitnmente soluciones de Hipoclorito de Sodio (Na O C})
¢n concentraciones entre 0.5 - 5 % y que las soluciones de hipoclorito de Calcio (Ca O Cl) son
activas como las del sodio. Los tiempos de duracion de los desinfectantes oscilan entre 5 y 45

mMinaos.

Martinez, (1995) menciona que en <l anteproyecto de norma técnica (1992) que rige el
funcionamicnto de las biofabricas de plitanos en Cuba, se establece 1a desinfeccion de los
explantes con Hipoclorito de Sodio al 3 % durante 20 minutos.

Segin los datos obtenidos a través del ensayo de desinfeccion los que se pueden
observar en las Figuras 1 y 2 el Hipoclorito de Sodio result6 ser efectivo en la eliminacion de
los microorganismos de la superficic de los explantes de quequisque. El porcentaje de
contaminacion de los explantes es inversamente proporcional al aumento de las concentraciones
de Hipoclorito de Sodio y directamente proporcional al aumento del tiempo de evaluacion (3, 5
y 7 dias).

Otro aspecto muy importante que se observo en el ensayo de desinfeccion fue {a
dinimica del desarrollo de los microorganismos los cuales mostraron su maximo crecimiento y
desarrollo a los 7 dias posteriores de la inoculacién de los tejidos (Figura 1).

En la (Figura 2), se puede observar que la tasa de contaminacion de los apices caulinares
de quequisque, se reduce notablemente, en la medida que se van incrementando las

concentraciones de Hipoclorito de Sodio. Concentraciones de Hipoclorito de Sodio entre el 25
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% - 40 % mostraron un porcentaje de contaminacion entre el 5.8 % -'12 %,; concentraciones
entre ¢l 55 % y 70 % de Hipoclorito de Sodio redujeron la tasa de contaminacion entre ¢l 0.5 %
y 2.5 %. Los menores niveles de contaminacion se observaron al utilizar concentraciones de
Hipoclorito de Sodio entre el 85 %5 ~100 % donde se obtuvo una tasa de contaminacion entre el
(.5 -1.6 %. Sin embargo se pudo notar que concentraciones de Hipoclorito de Sodio mayores
del 70 % trajeron consecuencias negativas al crecimiento y desarroilo de los apices caulinares de
yuequisque debido a que las altas concentraciones de Hipoclorito de Sodio provocan toxicidad

cn los tejidos lo cual se refleja posteriormente en una necrosis y muerte de los mismos.

Aunque en la literatura consultada sc reporta ¢l empleo de bajas concentraciones de
Hipoclorito de Sodio (6 % - 15 %) para la desinfeccién de los explantes, sin causarles dafio a
los tejidos, la sobrevivencia de los apices de quequisque a mayores concentraciones de
Hipoclorito de Sodio {70 % - 100 %) se debe a la morfologia de éstos y al tamafio del explante
utilizado al momento de desinfectarlo. Posiblemente la  cantidad y disposicion de los
primordios foliares que estan protegidos por una capa cerosa, evita que el Hipoclorito de Sodio

alcance el meristemo y en consecuencia su muerte.

Por lo tanto las concentraciones enfre 55 % y 70 % resultaron ser las mas eficientes para

1a desinfeccion de los dpices caulinares de quequisque en ¢l presente ensayo.

4.2  Efecto de las concentraciones de BAP en la tasa de crecimiento en dpices
caulinares de quequisque

Seglin Rojas & Ramirez, (1991); Vazquez & Torrez, (1987) afirman que las citocininas
tienen efectos fisioldgicos en la planta sobre la division celular, alargamiento celular, iniciacion y
crecimiento de raices y brotes foliares entre otros.

Weaber, (1984); Krikorian, (1991) consideran que la induccion in vitre de Organos por
las citocininas csta encaminada a la formacion de yemas, las cuales son obtenidas e¢n base a una

proporcidn citocinina alta con respecio a las auxinas,

Roca, (1980) conmsidera que una buena fuente de citocininas es ¢l BAP.
Concentraciones bajas de BAP de (002 - 005 mg/l) favorecen la iniciacion de yemas en el
cultivo de yuca.

26



Martinez, (1995) citando a diversos autores reficre que concentraciones de BAP por
debajo de 10 mg/l, en Musaceas disminuye la formacion de brotes y que concentraciones de 5
mg/l de BAP son consideradas como Sptimas para la induccién de brotes, sin 1a formacién de
raices.

Lethan, (1967); Linsmaier & Skoog, (1965) sefialan en los bioanslisis de citocininas en
cultivo de tejidos que deben de agregarse auxinas al medio basal debido a que esas hormonas
ejercen accion sinérgica en la induccion de la division celular v el crecimiento no diferenciado
de los cultivos de tejidos.

Estudios realizados por Skoog & Miller, (1957) en 1a médula del tabaco reflejan que los
tipos de reguladores de crecimiento (Citocininas y Auxinas) parecen actuar no solo por su
concentracion en valor absoluto sino principalmente por la reduccion entre sus concentraciones.

En el estudio realizado se pudo observar que el BAP en concentraciones de 0.0 mg/l,
0.1 mgA, 0.5 mg/ y 1.0 mg/l no gjercieron ningln efecto sobre la tasa de crecimiento de los
apices caulinares de quequisque. Al comparar el tratamiento testigo con 0.0 mg/1 y los otros
tratamiento donde s¢ aplicd BAP en concentraciones de 0.5 mg/l éstos reflejaron alturas
similares al tratamiento testigo. Estudios realizados por Roca, (1980) apoyan estos resultados en
donde sc demostrd que concentraciones enfre 0.2 mg/l - 0.5 mg/l de BAP aunque favorecen la
iniciacién de yemas retardan el crecimiento de los meristemos de yuca.

Shabdé & Murashige, (1977) consideran que los cultivos requicren auxina cxdgena, por
¢l contrario las citocininas pueden ser 0 no necesarias en ¢l cultivo in vitro.

La presencia del BAP independientemente de su concentracién en ¢l medio nutritivo no
tiene ningin cfecto en la tasa de crecimiento de las plantas de quequisque. Sin embargo puede
ser que los niveles enddgenos de citocininas sean suficientes para estimular el crecimiento y
desarrollo del explante a diferencia de la mayoria de las especies mencionadas anteriormente.

4.3  Efecto posterior del Hipoclorito de Sodio, ANA y BAP con respecto al iempo y su
influencia en la tasa de crecimiento en dpices canlinares de quegquisgue

Los requerimientos para ¢l crecimiento de yemas o meristemos varian con el
tamaiio del explante, ¢l genotipo de 1a planta y ¢l estado fisiologico de éstos. Un factor muy
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importante para estirnular ¢l desarrollo de yemas o meristemos es €l medio nutritivo y al cual
generalmente se le adiciona reguladores de crecimicnto para estimular el desarrollo y formacion

de drganos (Cisne, 1988).

Litz y Jarret, (1991) también mencionan que es importante adicionar al medio nutritivo
de forma proporcional auxinas y citocininas para inducir fa formacién de érganos iz vitro. Por
¢flo Margara, (1988) recomienda que es importante definir las concentraciones, combinaciones
y las secuencias en que se deben de usar los reguladores de crecimiento en ¢l proceso de

propagacion in vitro de las plantas.

Armas et al., (1988) sciialan que cuando uno de los dos reguladores se aplica en una
concentracion muy clevada el otro regulador se hace limitante lo cual indica que sus efectos se

complementan en ¢l crecimiento y desarrolio del explante.
Concentraciones altas de ANA presentan valores bajos en la tasa de crecimiento.

Para este estudio se tomaron concentraciones de 1 y 2 mg/l de BAP y 0.3, 0.6 y 0.9
mg/l de ANA respectivamente, presentindose la mayor fasa de crecimiento en la menor
concentracion de ANA (0.3 mg/1) con la adicion de 1 v 2 mg/l de BAP. Esto es debido a que la
relacion ANA-BAP influye directamente en las expresiones del crecimiento ya que estos
reguladores de crecimiento son los encargados de estimular el metabolismo y desarrollo porque
intervienen en los procesos de division y alargamiento celular.

Apoyando estos resultados (Rojas & Ramirez, 1991) afirman que es una caracteristica
de las auxinas ¢l que a concentracioncs bajas estimulan ¢l metabolismo y desarrollo v a
concentraciones altas lo deprimen.

La tasa dec crecimiento de los dpices caulinares esta influenciada por las diferentes
concentraciones de Hipoclorite de Sodio y ¢l dcido naftalenacético (ANA). El crecimiento de
las vitro plantas es mayor a bajas concentraciones de Hipoclorito de Sodio. Es notorio
observar en la (Figura 4, S y 6) que a bajas concentraciones de ANA (0.3 mg/l) se presentd una
mayor tasa de crecimiento. Sin embargo, esto esta relacionado a las concentraciones mayores
de Hipoclorito de Sodio que provocaron una disminucion en la tasa de crecimiento en relacion a
bajas concentraciones de ANA.
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El efecto negativo del Hipoclorito de Sodio sobre el crecimiento de los apices de
quequisque posiblemente se deba a que csta sustancia daiia los tefidos mas cxternos de los
explantes desfavoreciendo el crecimiento y desarrollo de las plantas in vitro.

4.4  Efecto de la sacarosa sobre la tasa de crecimiento

Crecimiento y desarrollo dependen en gran medida de la luz. Fotosintesis y
morfogénesis estan influenciadas por Ia luz. La fotosintesis llevada a cabo por las plantas in
vitro es relativamente baja dependiendo de los cultivos principalmente Ia sacarosa adicionada al
medio (Cisne, 1988).

La presencia de la sacarosa en concentraciones de 23 g/l, 30 g/, 37 g/1y 44 g/l no reflejé
ninguna diferencia en altura con respecto a lIa tasa de crecimiento. Sin embargo los mayores
valores cn altura sc presentaron con la adicion de 30 g/l y 44 g/l de sacarosa teniendo una altura
de 1.31 cm respectivamente (Figura 7). Es importante hacer notar que es necesario adicionar
sacarosa al medio nutritivo debido a que los tejidos cultivados in vitro carecen de una fuente
proporcionadora de energia.

Muy pocos cultivos in vitro son autétrofos y por lo tanto es necesario agregar al medio
una fuente de carbono. La sacarosa (2 % a 5 %) es el carbohidrato que mis se utiliza en el
cultivo in vitro de plantas (Cisne, 1988).

Margara, (1988) scfiala que los tejidos en cultivos in vitro son altamente heterdtrofos
con respecto al carbono debido a la ausencia o insuficiencia de asimilacién clorética en las
célalas de reserva del explante en el cultivo de quequisque.

Resulta pues indispensable afiadir sacarosa a los medios de cultivo. El aporte de ésta no
tiene por objeto exclusivo optimizar el crecimiento de los tejidos, igualmente 1a falta de sacarosa
es con frecuencia un factor limitante.

29



4.5  Efecto de la consistencia del medio nutritivo (semisdlide y liguido) en presencia del
3 mgA de BAP sobre la tasa de ahijamicento en dpices canlinares de quequisque

1.a induccién in vitro de érganos por las citocininas esta encaminada a la formacion de
yemas las cuales son obtenidas en base a una proporcion citocinina alta con respecto a las
auxinas { Weaber, 1984; Krikorian, 1991).

Se puede inducir 1a formacién de brotes y raices ajustando Ia relacion auxina-citocinina
exOgena. Sin embargo, este procedimiento no ¢s de ninguna manera universalmente efectivo

para todas las especies vegetales.

Villalobos, (1985) considera que las citocininas combinadas con las auxinas estimulan la
division celular interactuando en la determinacion de la ruta que seguira la diferenciacion
celular. En cultivo in vitro las citocininas inducen la formacion de organos iniciando el
desarrollo de yemas. Segin Rojas & Ramirez, (1991); Vazquez & Torrez, (1987) afirman que
fas citocininas tienen efectos fisiolégicos en fa planta sobre Ia division celular, alargamiento

celular, iniciacion y crecimiento de raices y brotes foliares entre ofros.

Segiin los datos obtenidos en este estudio se determiné que ¢ medio liquido en
comparacion con el medio semisélido reflejaron los mismos valores en niimero de yemas
promedios por planta. Aunque numéricamente el medio liquido presenté un reducido
incremento de 5.66 yemas/planta comparados con 5.16 yemas/planta que presentd el medio
semisolido (Figura 8). Esta respuesta posibiemente se¢ deba a que ¢f medio utilizado tiene
suficiente concentracién de sales minerales que favorecen de igual manera el crecimiento y
desarrollo del cultivo del quequisque in vitro tanto en el medio semisélido como en el medio
liquido. Por otra parte se pudo observar que ¢l quequisque tiene una alta capacidad para formar
raices lo que le facilita absorber los nutrientes ¢n las dos consistencias de medios evaluados.
Por otro lado el tamafio del explante utilizado permitié que éste tuviera acceso al oxigeno en el
medio de cultivo liquido absorbiendo ficilmente los clementos minerales y favoreciendo el
crecimiento y desarrolio del explante.
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4.6 Efecto del AIA en la tasa de enraizamiento en dpices caulinares de quequisque

El proceso de enraizamiento de los brotes propagados in vitro requiere generalmente e}
trasplante a un medio de cultivo con menos concentracién de sales y una mayor concentracion

de auxinas,

Fl medio de Murashige & Skoog, (1962) diluido al 50 % ha dado resultados positivos en
diferentes especies. Asi mismo se requiere cambiar el balance hormonal, s decir disminuir las

concentraciones de citocininas y aumentar las concentraciones de auxinas exdgenas.

En algunas especies la eliminacion de las citocininas exogenas ha sido suficiente estimulo

para la diferenciacion del sistema radical (Thorpe, 1980).

LLas auxinas promueven el agrandamiento y alargamiento celular, sin embargo, se ha
encontrado al mismo tiempo que promueven la division celular en el cultivo de tejidos
(Krikorian, 1991), ademas de estimular la iniciacién de rafces (Weaber, 1984; Krikorian, 1991).

En ¢l presente ensayo se observé que el quequisque tiene una alta capacidad para formar
raices. Sin embargo requiere la adicion de concentraciones de AIA que estimulen atin mis la
tasa de enraizamiento. Es notorio apreciar (Figura 9) que concentraciones de 0.0 mg/l de AIA
¢l niimero de raices/planta cs menor (10 raices/planta). El nimero de raices/planta aumenta al
aplicar AIA al medio nutritivo. En este ensayo el mayor nimero de raices se present6 cuando
se adiciond 0.05 mg/ de AIA presentando un promedio de 18 raices/planta. Sin embargo con
la adicién de 0.1 mg/l de AIA se presenté un resultado similar al anterior de 17 raices/planta.
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CONCLUSIONES

Concentraciones de 55 % y 70 % de Hipoclorito de Sodio son eficaces para reducir
notablemente la tasa de contaminacion de los dpices de quequisque sin provocar dafios a
los tejidos, permitiéndole un normal crecimiento y desarrollo.

Las concentraciones de Hipoclorito de Sodio y ANA en estudio influyeron sobre 1a tasa
de crecimiento de los dpices caulinares de quequisque.

El ANA en bajas concentraciones (0.3 mg/l) presentd los mejores resultados en la tasa

de crecimiento de los apices de quequisque.

Las concentraciones de sacarosa (23 g, 30 g, 37 gy 44 g) no ejercieron ningin efecto
sobre la tasa de crecimiento. Sin embargo es necesario afadir al medio nutritivo
sacarosa como fuente de energia.

En la consistencia liquida del medio nutritivo, las concentraciones 0.1 mg/ly 0.5 mg/l de

BAP provocaron un aumento en el némero de yemas.
El mayor nimero de raices se presentd al adicionar 0.05 mg/1 de AIA al medio nufritivo.

Las vitropiantas de quequisque presentaron una buena capacidad de adaptacién a
condiciones de vivero reflejando resultados satisfactorios en el presente estudio.
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VI RECOMENDACIONES

1. Utilizar Hipoclorito de Sodio en concentraciones de 55% V/V y 70% V/V como
desinfectante de los explantes de quequisque por no causar dafios a los tejidos y por ser

accesible en el mercado local.

2. Utilizar ¢l ANA en bajas concentraciones (0.3 mg/l) dado que estimulan una mayor tasa de

crecimiento.

3. Utilizar consistencia liquida del medio nutritivo en la fase de ahijamiento, por las ventajas que
ésta presenta en relacion a la consistencia semisdlida: Mayor nimero de hijos, ficil

manipulacién y menor costo.

4. Estudiar en futuros experimentos, factores como ¢l tamafio Sptimo del explante y su

comportamiento in vifro entre variedades de quequisque.
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ANEXOS

Tabla 1A.  ANDEVA realizado a los datos del efecto del hipoclorito de sodio en
concentraciones de 2.5 % a 22.5 % sobre la desinfeccion en apices caulinares de

quequisque en ¢l primer subcultivo.

} PARAMETRO ESTIMADO Pr>F
INTERCEPTO 5.916740 0.0001
CCL 0.203686 0.0001

| TIEMPO 0.5453%4 0.0028
[C.V.=35% R'=035%

Tabla 2A. ANDEV A realizado a los datos del efecto del hipoclorito de sodio en
concentraciones de 25 % a 100 % sobre l1a desinfeccion de dpices caulinares de

quequisque en ¢l primer subcultivo,
FUENTE GL SC M Pr>F
CCL. 1 18. 722566 15.727566 0.0369
ERROR 4 6.626489 1.656622
TOTAL 5 22.394055
PARAMETRO ESTIMADO Pr>F
INTERCEPTO 6.017048 0.0122
Cl -0.063190 0.0369
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Tabla 3A. ANDEV A realizado a los datos del efecto del BAP sobre la tasa de crecimiento
en apices caulinares de quequisque en el segundo subcultivo.

FUENTE DE VARIACION |GL SC ™ Pr>F
BAP 1 0.021431 0.021431 0.0035
TIEMPO 1 10.906517 10.966517 0.001
ERROR 157

TOTAL _\_ﬂ 159

[ CV.= 127.40126 R'=35% i
FUENTE DE VARIACION [GL SC M Pr>F
TIEMPO 1 10.906517 10.906517 0.0035
ERROR 158 20.21510 0.127943 0.001
TOTAL 159 31.121181

PARAMETRO ESTIMADO Pr>F

INTERCEPTO -0.166041 0.0035

TIEMPO 0.528816 0.001
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Tabla 4A. ANDEV A realizado a los datos del efecto posterior del hipoclorito de sodio,
ANA y BAP con respecto al tiempo y influcncia en Ia tasa de crecimiento en

apices caulinares de quequisque en el tercer subcultivo.

'[FUENTE GL SC CM Pr>F
CLO 1 2.009015 2.009015 0.0001
ANA 1 1.554024 1.554502 0.0003
BAP 1 0.200768 0.200768 0.1868
TIEMPO 1 7.956640 7.956640 0.0001
ERROR 195 22.307873 0.114399
TOTAL 199 34.028800
[C.v.=23% RI=35%

B
FUENTE GL SC CM Pr>F

CLO 1 2.009015 2.009015 0.0001
ANA 1 1.554024 1.554502 0.0003
TIEMPO _ 1 7.956640 7.956640 0.0001
ERROR 196 22.307873 0.114399

TOTAL 199 34.028800
PARAMETRO ESTIMADO TIEMPO (semanas)
INTERCEPTO 1.19742 0.0001
CLO -0.003912 0.0001
ANA -0.357494 0.0001

TIEMPC 0.178410 0.0001
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Tabla 5A. ANDEV A realizado a los datos del efecto de la sacarosa sobre la tasa de
crecimiento en dpices caulinares de quequisque en el cuarto subcultivo.

FUENTE DE VARIACION GL_[scC CM Pr>F
SACAROSA 1 0.017792 0.017792 0.4604
TIEMPO 1 1.485000 . 1.485000 0.0001
ERROR 96 | 3.108924 0.032384 ]
TOTAL 98 4611717

[ C.V.=16% R’ = 0.325864% j
PARAMETRO ESTIMADO Pr>F

INTERCEPTO 0.713528 0.0001

GL 0.001747 0.4604

TIEMPO 0.021428 0.000

Tabla 6A. Prueba de t-Student realizada a los datos del efecto de 1a consistencia del medio
nutritivo {(semisdlido y liquido en presencia de 3 mg/l de BAP.

TRATAMIENTO [N MEDIA STD DEV STD ERROR | MINIMO MAXIMO
i 6 5.166 2.9268 1,1948 1.0000 2.0600
2 6 5.666 2.58198 1,054 3.0000 10.0000

Tabla 7A. ANDEVA realizado a los datos del efecto del AIA sobre la tasa de enraizamiento
en el sexto subcultivo en apices caulinares de quequisque.

FUENTE DE VARIACION | GL SC M Pr>F
AlA 2 195.94 97.772 0.3817
ERROR 15 1426.33 95.08

TOTAL 17 1621.77

[Cv.=6453% R =0.12% |
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