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RESUMEN

Magnolia es un &rbol ornamental, usado para |&boed@ion de aceites
esenciales, en medicina trata padecimientos delzéar espasmos y tumores.
Pero tiene un lento crecimiento, por esta razonesesita de la produccion a
gran escala para obtener mas plantas, disminuitogosy permitir la
diversificacion de la misma. El presente trabajedduestablecer el protocolo de
desinfeccidn, introduccién y multiplicaciém vitro a partir de yemas apicales de
plantas juveniles de Magnoli®agnolia grandiflorg para la produccién masiva,
repoblacion y preservacion de esta especie enstitbiMetropolitano de Quito.
En este proyecto, las yemas apicales fueron desadf@s con NaClO en
concentraciones 1,5-2,5%, en tiempos de inmers&éri@20 minutos, en la
introduccién se coloc6 BAP (1-3 mgiLy BRA (0,3 - 0,9 mg 1) durante 45
dias. A continuacion, los brotes formados se tmaesin a un medio de
multiplicacién en presencia de BAP (2 y 3 m§,LANA (0,5-1,5 mg ) y AIB
(0,5-1,5 mg [Y), durante 45 dias. Los resultados reflejaron queina
concentracion del 2% y a un tiempo de inmersiéri@eaninutos se obtuvo el
70% de viabilidad (f,0001). En la fase de introduccion se utilizé § it
BAP ya que presenté un promedio de 70% en preselecbrotes ¢9,0001) y

el 59,38% del total de brotes obtenidos=0(p001). Para la etapa de
multiplicacién la dosis de 0,5 mgiLANA y 2 mg L BAP mostr6 el 80% del

total de explantes con presencia de brote3,Q049).

Palabras clave:MAGNOLIA, BAP, ANA, IBA, BRA
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ABSTRACT

Magnolia is an ornamental tree used in making Flareangements, In medicine
treats heart ailments, spasms and tumors. Busialsdow growth, for this reason
we need the large-scale production for more plamguce costs, and enable
diversification of it. This study sought to estahlithe disinfection protocol,
introduction and multiplicationn vitro from leaf buds tips of young plants of
Magnolia (Magnolia grandiflorg for mass production, reforestation and
preservation of this species in the Metropolitastiiet of Quito. In this project,
apical buds were disinfected with NaClO at conaidns 1,5-2,5% by
immersion times of 10-20 minutes, in the introdostthe explants were placed
in MSV medium in the presence of BAP (1-3 mg L-bp@BRA (0,3 to 0,9 mg
L-1) for 45 days. Then the sprouts formed weresi@med to a multiplication
medium MSV, in the presence of BAP (2 and 3 mg LANA (0,5-1,5 mg L-1)
and IBA (0,5 — 1,5 mg L-1) for 45 days. The resudisowed that at a
concentration of 2% and an immersion time of 10 utés obtained 70% of
viability (p<0,0001). At the introductory phase MSV was usechv@itmg L-1
BAP and presented an average of 70% in the pressnleaf buds (p=0,0001)
and 59,38% of leaf buds obtained (p=0,0001). Ferrtultiplication stage the
dosage of 0,5 mg L-1 ANA and 2 mg L-1 BAP showe®&0806f explants with
presence of leaf buds (p=0,0049).

Keywords: MAGNOLIA, BAP, ANA, IBA, BRA



CAPITULO 1 : INTRODUCCION

1.1. Formulacion del problema.

El Ecuador cuenta con una de las mayores bioddsxss del mundo,
teniendo mas de 20,000 especies vegetales desrgnalgunas en peligro de
extincion, esto ocurre debido a la expansion degtaede poblados, incendios
forestales, entre otros; esta investigacion busgadpagaciom vitro de plantas
de Magnolia Klagnolia grandiflorg a partir de apices de las mismas en la
provincia de Pichincha, para la preservacion, proidm masiva y para restaurar

areas deterioradas dentro del Distrito Metropotitan

Magnolia Magnolia grandiflorg es de origen americana aunque también
ha sido introducida a Francia, México, Ecuadorrapartes del mundo; en el
Distrito Metropolitano de QuitoMagnolia grandiflora es utilizada para el
ornamento de jardines, parques y puede llegar acsesiderada especie
introducida de algunas zonas, en las cuales setcada&yprectamente a las
condiciones ambientales y ahora esta permanentares lugares como en la
Hacienda las Magnolias en donde se hallan mas @&rbdles, los mismos que

forman parte del paisaje que caracteriza al canton.

Magnolia posee propiedades medicinales para elantiahto de
padecimientos cardiacos y problemas respiratoast@gena, 2013); pero tiene
un lento crecimiento, por esta razon se necesitia geoduccion a gran escala
para obtener mas plantas, disminuir costos, y pierfai diversificacion de la
misma para asi tener mayor rentabilidad y podelotpal maximo todos los

beneficios.

La micropropagacionn vitro de Magnolia agnolia grandiflora) se

debe realizar a nivel industrial, debido a quegedi planta se extraen aceites



esenciales que poseen beneficios contra el esttéltis y la ansiedad; los
mismos que son muy cotizados para la fabricaciépatumes y aceites para
masajes que actlan como estimulante emocionaliyuogiira personas con

depresion.

Magnolia Magnolia grandiflorg tiene problemas de vitrificacion,
ademas una alta produccion de fenoles y alto irdkceontaminacion en etapas
previas al enraizamiento (Cartagena, 2013); porgle resulta de gran
importancia tener un protocolo estandarizado enelapas iniciales de este
cultivo para tener plantas de Magnolia libres dentaminacion, y con

caracteristicas deseadasitro para las etapas anteriores al enraizamiento.

Debido a estas necesidades, varios investigadarembstrado interés en
la propagacionin vitro de Magnolia, y se han realizado estudios como el
propuesto por Cartagena, (2013) en el que se ewllgdecto de auxinas y
citoquininas sobre la fases de enraizamiento diivouin vitro de Magnolia
(Magnolia grandiflorg con miras a la propagacion masiva, asi como itz
estudio de Flores, (2006) en el que se realizéggaqion por acodo aéreo en la
especie de MagnolidMagnolia grandiflorg.

Justificacion.

En Ecuador la Magnolidvagnolia grandiflorg es un arbol apreciado
por su olor caracteristico, y debido a que brinda buena rentabilidad, por lo
gue se procura tener un cultivo masivo; no obstpatdos grandes incendios y
la demanda de terrenos para ser poblados, la Magestih siendo amenazada,
segun Gomez (2010) es una especie en riesgo daeiértia nivel mundial. Por
lo que se esta buscando una manera de repoblabolegues del Distrito

Metropolitano de Quito y evitar un desequilibrimkgico (Santillan, 2003).



Son plantas ornamentales empleadas en la elaborag@odarreglos
florales, decoracion de los exteriores de casasfines de estética y disefios de
parques de la urbe, sin embargo la importanciaad®ldgnolia no se limita
Unicamente a su valor ornamental, debido a quesa® aotras partes de la planta,
como la madera es usada para la fabricacion delesjeéambién en la industria
se elaboran aceites esenciales para la fabricatg#dmperfumes, inciensos y
ambientadores (Flores, 2006). En medicina las Slae emplean para tratar
padecimientos del corazén y actia como diurétidentras que las hojas son

usadas como astringentes, antiespasmaodicas yraotdlu(Cartagena, 2013).

El estudio realizado por Cartagena (2013) sugiex deberia existir
una estandarizacion de los protocolos previosralizsmiento, es por ese motivo
gue se plantea este proyecto con el fin de tenetogulos validados y
completamente funcionales que permitan producirntpta de Magnolia
(Magnolia grandiflorg a gran escala y en un tiempo corto, ya que sgieces es
muy cotizada por sus grandes beneficios indussriatedicinales y a su vez se
ayudara a fortalecer la presencia de esta espedee reforestacion de parques,
para asi brindar alternativas y satisfacer la delmate arboles ornamentales en
los parques y jardines del Distinto Metropolitane @uito y con esta

metodologia de cultivin vitro preservar y multiplicar esta especie.

Ademas permitira conocer el comportamiento de Mign@agnolia
grandiflora) en condiciones de laboratorio y contribuird esteriores estudios
para desarrollar nuevas estrategias cientificaso tam el Laboratorio de
Micropropagacion Vegetal de la Unidad de Espaciblibal (UEP) como en
otros establecimientos. También al hacer propagacidvitro, disminuira los
costos y permitira la diversificacion de las espgcgracias al uso de esta técnica
se alcanza actualmente elevados niveles en la gridiude plantas a partir de
yemas apicales, siendo este el método mas utilizedodo a sus grandes
ventajas con respecto a los métodos tradicion@gsapagacion asexual (Pérez
J., 1998).



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general del proyecto

Establecer los protocolos de desinfeccion, introafucy multiplicacion
in vitro a partir de yemas apicales de plantas juvenileSlagnolia Magnolia
grandiflora) para la produccion masiva, repoblacion y preseovade esta

especie en el Distrito Metropolitano de Quito.

1.2.2. Objetivos especificos del proyecto

» [Estandarizar un protocolo de desinfeccion de yemmgisales para
(Magnolia grandiflorg con el propdsito de controlar la contaminacion
exdgena.

» [Establecer un medio de cultivo 6ptimo para la ihtiezion e induccion

de brotes d&agnolia grandiflora

» Evaluar el efecto de dos auxinas (acido Indollediy acidoo naftalen
aceético) en la etapa de multiplicacién para establel medio de cultivo

mas apropiado.

1.3. Marco teérico

1.3.1. Magnolia grandiflora

La Magnolia Magnolia grandiflorg conocida con el término “chuan
how pow” en China, es una planta nativa de Améde& Norte, pero fue
introducida a comienzos del siglo XVIIl en Frangias ahora considerada parte

del Ecuador.



1.3.2. Nombre cientifico

Villavicencio & Pérez (2006), manifiesta que el rwm cientifico de la
Magnolia esMagnolia grandiflora El nombre fue otorgado en honor a Pierre
Magnol director del jardin botanico de Montpelker Francia (Flores, 2006).

1.3.3. Clasificacién taxonémica

. Reino: Plantae

. Division: Magnoliophyta / Fanerégamas
. Subdivision: Angiospermas

. Clase: Magnoliopsida / Dicotiledéneas
. Subclase: Magnoliidae

. Orden: Magnoliales

. Familia: Magnoliacea

. Género: Magnolia

. Especie: M. grandiflora L.

Nombre Comun: Magnolia, Magnolio, Southern magnaoMagnolia
foétida, Magnolia de hoja perenne, arbol de la dtan (Cronquist,
1986).

1.3.4. Descripcion botanica y morfolégica

Magnolia grandiflorg es un arbol muy vistoso con follajes densos, en
esta especie se forman hojarascas debido al mam@ado por sus hojas secas
en el suelo (Cartagena, 2013), es un arbol graedmpifolio de 5 m hasta 30 m
de alto, con crecimiento lento (Betancour, Ado&oRivera, 2008); tallo erecto,

piramidal y ramificado desde la base. En la rameepi#e el mismo modelo de



ramificacion. Las hojas son cordiformes, de 17 acB® de longitud, de

formacion continua y las hojas inferiores se cagtesivamente, quedando el
tallo principal y la parte inferior de las ramaspl®@vistas de hojas. El fruto de 5
a 7 cm de largo es ovoide de color amarillo verd@sanaranjado con jaspes
longitudinales y mesocarpio anaranjado, en ocasjaes flores son calificadas

de arcaicas por su modo de eclosionar y por senséstlie fecundacion.

1.3.4.1. Corteza

Ligeramente acanalada y follaje vistobucialmente es lisa y de color
castafo claro, con el paso del tiempo se tornasaugon coloracion gris oscuro,
la corteza es aromatica y amarga (Gray, 1864)oki®za consta de 4 glucosidos
la magnolidina, cyringina, monoglocosido del syareginol y la magnolenina
(Gonzélez, 1997).

Figura 1: Corteza déMagnolia grandifloratomada en la Plaza Grande.



1.3.4.2. Hojas

Las hojas alternas, aparecen en grupo y son ang#id® a 20 cm de
largo y de 7 a 10 cm de ancho, tienen forma eéptcoblongo-ovada y
consistencia dura (Duncan & Duncan, 1988), perercws aspecto verde
brillante en el haz, en el envés color pardo cditgsede color rojizo de forma
variable, los margenes un poco ondulados (Claudi@n&h, 1990), coriacea,
tienen 2 estipulas libres, la base es cuneadaapiet agudo o acuminado, en
algunas hojas se puede observar el 4pice obtugexsua es coridcea, con un

nervio central prominente, se renuevan cada 2 @@ngelista, 2009).

Figura 2: Hojas deMagnolia grandifloratomada en la Hacienda las Magnolias.

1.3.4.3. Flores

Las flores son de color blanco cremoso con pétaasosos y grandes,
miden de 15 hasta 30 cm de diametro; presentaroriggnos masculinos y
femeninos en la misma flor (Lopez, 2006), se encaensolitarias y erguidas
sobre gruesos pedicelos. Poseen bracteas espatéogaseas y tomentosas.
Tiene 3 sépalos de aspecto petaloide; pétalosal® 6 incluso 12, ovalados u



ovados, los mas internos son algo céncavos y @wfacse forma un
estrechamiento de los pétalos los mismos que sertans en la flor
(unguiculados). Androceo posee numerosos estandmedos filamentos de 15-
25 mm, purpureos en la parte inferior (Sanchez42®e localizan en las puntas
de las ramas y aparecen a finales de la primavenangipios del verano, son
poco duraderas pero abundantes que se las puestgaamturante largo tiempo
(Brown & Kirkman, 1990).

‘ Periantio (Tépalos)

Figura 3: Flor deMagnolia grandiflora(euita, 2014).

1.3.4.4. Fruto

Los frutos son similares a una pifia, con formaateilindrico, de 7,5
al0 cm de longitud, Se encuentran tapados de espencia fina que es de una
coloracién verde claro en la juventud y marrén alan la maduracion
(Odenwald & Turner, 1996).



Figura 4: Fruto deMagnolia grandifloratomada en la Hacienda las Magnolias.

1.3.4.5. Semilla

Las semillas poseen una forma ovoide, aplanadasg; lienen la
cloracion rojo brillante, miden de 1 a 1,3 cm degitud, (Sanchez, 2014)
cuando se encuentran maduras se suspenden pdrautoféiliforme al foliculo,

su maduracién ocurre en septiembre y octubre (Odlein®& Turner, 1996).

Figura 5: Semilla de Magnolias (Acatkiller, 2014).
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1.3.4.6. Raiz

La raiz de Magnolia es axonomorfa, esto quiererdgoe la raiz
principal crece verticalmente formando un centro gonde van a brotar las
raices secundarias, la raiz es poco profunda yosasrsuele ser muy fragil,
(Odenwald & Turner, 19963e alimenta por las raices superiores por lo gue e
muy sensible en grandes profundidades y puede gaovon retraso en el

crecimiento (Cartagena, 2013).

1.3.5. Componentes

La magnolia posee los siguientes componentes:

Aceite esencial.Es obtenido a partir de las flores y hojas dddatp (Magnolia
granfiflora), la extraccion de los aceites esenciales sezeea@don solventes,
tratamiento con alcohol y después la destilacidmja presion, en la cual se
obtiene mayoritariamente el b-cariofileno que essesquiterpeno biciclico que
da el olor caracteristico a la magnolia (Jiménexd€ro, Rojas, & Rodriguez,
2007).

Resina.- Secrecidon producida mayormente en la corteza gidahta, que tiene

accion antiinflamatoria, y de proteccion a la pdafiiernandez & Gally, 1981).

Magnolina.- se produce a partir de los extractos de hojasMdgnolia
grandiflora tiene accion hipotensora; es un compuesto beogilinolinico,
alcaloide. (Lozoya & Lozoya, 1982); La magnolina és gran valor en la

industria farmaceéutica (Vazquez, y otros, 1987).

Glucésidos- Es de consistencia resinosa debido a que esouponente
esencial de la resina que secreta la plantslaignolia grandiflora El principal

glucésido que se encuentra en la planta es la nidgrao(Gonzélez, 1997).

Alcaloides.- Son obtenidos de las hojas de la planta, estakales provocan la
inhibicion de centro vasomotor y un efecto periféride tipo adrenolitico.
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(Lozoya & Lozoya, 1982). Los principales alcaloide®n la magnolina y la

magnolamina (Vazquez, y otros, 1987).

1.3.6. Factores ambientales y edaficos

Clima: Se desarrolla en clima templado subhiumealodien en clima caliente y
hamedo (Flores, 2006).

Temperatura: Tolera temperaturas entre 17-24 ¥5temte a temperaturas bajas
pero no soporta heladas prolongadas ni temperadiieass(Flores, 2006).
Suelo: Crece en suelos ligeros, profundos, humddes,drenados, feértiles, rico

en materia organica, decalcificado y ligeramenigasco neutros (Flores, 2006).

Exposicion: Necesita del sol la mayor parte de pentolera vientos moderados
(Flores, 2006).

Fertilizacion: Necesita fertilizantes ricos en @geno, fosforo y potasio para
beneficiar la floracion (Martinez y Chacalo, 1994).

Humedad: No requiere gran cantidad de agua debige @on humedad relativa

alta las raices se pudren (Flores, 2006).

Plantacién: por la fragilidad de las raices se ga#etar Magnolia grandiflora en

etapa joven y tener una distancia de 8 m entragl(&tores, 2006).

pH: Varia entre 5,4 a 7,0, siendo 6ptimo un pH ,8ea67,0.

1.3.7. Usos y bondades

La magnolia fagnolia grandiflorg tiene multiples usos; es empleada
como ornamento en parques y jardines, y es comsideromo uno de los arboles
gue mas decoracién brindan, con una imagen elegamtistinguida por su
frondosidad y sus llamativas flores (Lopez, 200@). madera tiene color claro,
textura fina, es de consistencia dura muy durabésada, facil de tornear

(Barcenas, Ortega, Alvares, & Ronzén, 2005), gsaai@sto la madera es usada
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para la fabricacion de muebles, paneles, moldurbgtos de artesanias y
chapas. (Sanchez, 2014), a pesar de esto su leatimento limita su
produccion a gran escala (Weaver, 1997).

Industrialmente se utilizan las flores y hojas paldener el aceite
esencial que posterior va a ser usado para lacéatidn de perfumes, inciensos y
ambientadores (Flores, 2006). En medicina se en\iemolia grandiflorapara
tratar dolencias del corazon; para calmar los oervaliviar célicos, dolor de
pies, tratar la bilis, paralisis; es usado tambpara tonificar el bazo, el
estdmago, el pulmén y el intestino grueso; corgstar la fiebre, la leucorrea,
diarrea, es antimicrobiano (Schlie & Luna, 2008)s Ihojas son astringentes y se
usan para tratar la hiperuricemia; las flores stegpasmaodicas y usadas en la
epilepsia y la neurosis (Evangelista, 2009). Eradtst Unidos es usado como
antimalarico, y en la medicina tradicional chinantca el frio, dolor de cabeza 'y
dolor de estomago (Jiménez, Cordero, Rojas, & Radd, 2007).

1.3.8. Cultivo in vitro

Este tipo de propagacion se fundamenta en la Tietip@ celular, que
es la capacidad de regeneracion de las célulasfqranar una planta completa.
El cultivo de tejidoin vitro consiste en disefiar un medio de cultivo idoneo que
permite propagar un explante en condiciones as&ptaondiciones artificiales
controladas y, en un medio de cultivo estéril enddg el resultado son plantas
genéticamente idénticas es decir con fenotipo vy otgsm similares;
principalmente se utiliza para la produccion dengaa libres de virus y
enfermedades, pero también permite mayor produceimmenor espacio y
tiempo (Pierik R. , 1999). Dependiendo del cultimovitro que se va a realizar,
sea este cultivo a partir de callo, cultivo de k& meristemos, se requiere un
medio especifico, el cual contiene sales minerales macronutrientes y
micronutrientes, vitaminas, hormonas (citoquininas,giberelinas,
brasinoesterioides y/o auxinas), azlcar, entrespélocultivo sembrado se incuba

en condiciones ambientales controladas (luz, temyp®, humedad relativa,
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etc.), imitando en lo posible las condiciones denmpa (Roca & Mroginski,
1993).

1.3.8.1. Factores influyentes

Para el desarrollo de las plantawitro influyen algunos factores fisicos
como la luz, temperatura, humedad relativa y laceatracion de O2 y CO2
(Villalobos, Ramirez, & Salgado, 2002).

Luz: la luz que esta dada primero por la intertsigae debe ser entre
1000-5000 lux, esto siempre va a variar dependielelgué especie se trata,
también el fotoperiodo que es de entre 12 — 16ques de igual manera
dependera del tipo de cultivo que se esté tratamdisien cultivos que no
necesitan luz. Estos factores van a ser los querndieten el progreso de las
plantas (Pierik R. , 1999).

Temperatura: la temperatura esta en un rango @284C dependiendo
de la especie y de sus condiciones in vivo, telti@@mo temperatura mas baja
18°C (especies bulbosas), y alta de 29°C (espeof@sales).

Humedad relativa: la humedad en el medio de cukwaelativamente
alta por lo que no influye mucho la humedad dettouan las plantulas (Roca &
Morginski, 1991).

Concentracion de O2 y CO2: el uso de agitaciomedios liquidos
mejora el suministro de oxigeno (Torres, 1997). damcentracion de CO2
siempre va a ser alta dentro del medio de culpwo,Jo que no se debe adiciona
CO2 al medio de cultivo (Truijillo, 2004).

1.3.8.2. Medio de cultivo

Se debe seleccionar el medio ideal para el crectmidel material
vegetal, el mismo que va a contener todos los elmeeque se necesita para

obtener una respuesta deseada, usualmente cordg@uoeiones de sales,
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vitaminas, aminoacidos, reguladores de crecimiegtosia fuente de carbono
(George, 2008), se debe tener en cuenta la maneagae se prepara el medio de
cultivo (Roca & Morginski, 1991).

Sales inorganicas

Las sales minerales son esenciales para el cretomyedesarrollo de
las plantas, necesitan de algunos elementos conmarbbno, hidrégeno y
oxigeno para generar vida, también precisan des ¢iates importantes, las

cuales se subdividen en macroelementos y microal@se

Al primer grupo se lo denomina asi, porque la plamquiere altas
cantidades de estos minerales para la vida y sonty@eno que participa en la
sintesis de proteinas y forma parte de los amidoagy nucleotidos, el fosforo
se encuentra como fosfato de potasio monobasial, ewargado de regular los
procesos enzimaticos y actda en el metabolismaétien, el azufre ayuda a la
formacion de la fosfosulfato de adenosina, elicattantiene la integridad de la
membrana celular, el potasio activa enzimas imgiéisaen el metabolismo de los
hidratos de carbono y proteinas, y el magnesiondquarte de la estructura de la
molécula de clorofila; (Hurtado & Merino, 1988).

Los microelementos en cambio se los requiere etidegies minimas
(< de 0,5 mmol/L) aqui se encuentra el hierroc zirmolibdeno que forman
parte de ciertas enzimas, el manganeso que fornm ¢ importantes enzimas
involucradas en el transporte de electrones, y ab kinvolucrado en el
metabolismo de los hidratos de carbono y acidosefuss, el mismo que es
importante en la germinacion de los granos de pplem el crecimiento del tubo
polinico (Pierik R. , 1999).

Para tener una planta con un balance en sales icagan
(macroelementos y microelementos) se debe tomauenta algunos aspectos
importantes (White, 1989):
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Debe existir una concentracion de sales que sofdistlas necesidades
de la planta. Se debe usar medios como MS, MS\éndkpndo el
requerimiento de cada especie; evitando medioscquecen de sales
como es el medio White.

Se aflade nitrégeno en forma organica como esselda la glutamina
gue es un precursor de varios aminoacidos, o enafale iones amonio
(NH4+) y nitratos (NO3-), en concentraciones queiara de 12-60
mmol/L (Guerra & Nodari, 2014).

Compuestos organicos

Carbohidratos.- Es necesario adicionar una fueateadbono al medio
de cultivo para un correcto crecimiento y desawrdibs carbohidratos
pueden reemplazar al carbono que las plantas tolelarambiente para
iniciar la fotosintesis (George, 2008), ya Gueitro pocos cultivos son
autotrofos (White, 1989).

La sacarosa es la fuente de carbono mas utilidettedo a que es
sintetizada en forma natural por la planta, seiadicuna concentracion
del 2 % al 5% al medio de cultivo, se puede usarbi@n glucosa,
fructosa, maltosa o galactosa (Roca & MroginskB3)9 El mioinositol

también es usado como fuente de carbono y permitmejor desarrollo

y crecimiento de los callos y suspensiones celsil@g€eng, 1984).

Reguladores de crecimiento.- Las hormonas sontigadas por plantas
superiores, se encuentran en pequefias cantidydesnaal crecimiento
y desarrollo de las plantas, son moléculas aclivdesrapida degradacion
(Pierik R. , 1999). Los reguladores de crecimieatm compuestos
organicos encargados de activar o inhibir proceBs®logicos,
controlan el crecimiento a nivel celular y distylea los compuestos que
la planta biosintetiza ya que controlan la mayatepde las actividades
fisiologicas (Hurtado & Merino, 1988).
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Los reguladores de crecimiento vegetal se dividen (eeopold &
Kriedemann, 1975) promotores del crecimiento, ete ggupo se
encuentran las auxinas, citoquininas y gibereliaasstas hormonas se
las puede usar juntas o aisladas, siempre teniemébalance, para que la
planta no se sobresature y se logre un resultadoedal (Roca &
Mroginski, 1993); los inhibidores del crecimiento @donde se encuentra

el acido abscisico; y el etileno.

Promotores del crecimiento

Auxinas: Las auxinas tienen fuerte polaridad etraglsporte en plantas;
se encuentra en mayor cantidad en las regionesteradticas que estan
en crecimiento activo. Las axinas estan como mtdéclibres en
concentraciones de entre 1 a 100 mg/kg, o conagyachctivas en
donde se encuentran unidas a compuestos con unnp@soular bajo
(Gonzélez, 1997); ayudan en el crecimiento de last@gs y son

promotores de la citocinesis en el cultivo de tsid

Existen auxinas naturales, la mas usada es & auildlacético (AlA),
aunque también se encuentra el etilindol-3-acetatiml-3-acetonitrilo,
indol-3-acetamida, indol-3-carboxialdehido, inde&&:taldehido; se
puede usar también auxinas sintéticas como el adiidoro
fenoxiacético (2,4-D), acido naftalenacético (ANA)  acido
indolbutirico (AIB); pero la concentracion depemdecho de cada planta
por esta razén no se ha podido establecer unamoacién estandar, que
sirva para todos los cultivos (Roca & Mroginski93® Las auxinas se

disuelven en una solucion de etanol o hidroxidsatio (White, 1989).

Estas sustancias ayudan a la division celular, dorom de raices
adventicias, promueven la expansion de los tejglda induccién de
callos, inhiben la formacién de vastagos tantoaaefl como adventicios
(Murashige, 1974); sin embargo, se ha encontradeisaho tiempo que
permite la embriogénesis en cultivos en suspengidnjillo, 2004);
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ayudan también en el crecimiento y maduracion deady estimula la

floracion, senectud y geotropismo.

Concentraciones minimas de auxinas ayudan a faafdén de raices
adventicias; y altas concentraciones permitemimdcion de callo. En
las auxinas el mecanismo para el alargamientoare@gdtd mediado en
parte por una acidificacion que permite un delmliento de la pared
celular. Se usan con mayor frecuencia IBA y ANAgpar enraizamiento
in vitro, en tanto para la formacién de callo se us&,4D, que en
concentraciones elevadas puede ser toxica debidguea provoca

mutaciones e inhibe la fotosintesis (Murashige &Keu).

Se usa en concentraciones de 0,1 a 1mg/L (Rocadyikki, 1993), va

a variar la concentracion dependiendo de la aux@specie y otros
factores, el 2,4-D es usado en concentraciongsaé® mg/L; el ANA
varia entre 1 a 10 mg/L (Aleman, 2006). Las auximaeden ser usadas
en conjunto con citoquinas, para cambiar el delfarde las células
indiferenciadas en cultivan vitro; colocar cantidades similares de estas
dos fitohormonas produce la formacion de callexste mayor cantidad
de auxinas que citoquinas se van a formar raicesitras que si sucede

lo contrario se formaran yemas (Garcia, 2014).

Citoquinas: Se producen en los meristemas y parga de las raices, se
encuentran altas concentraciones de citoquinasnémnianes y frutas en
desarrollo (Pierik R. , 1999), esto produce unateigica en nutrientes
cabe mencionar que si se encuentran en hojas sstasmoaviles, las
citoquinas estimulan la division celular, ayudamaucir el crecimiento
de las yemas adventicias en callos y 6rganos,ifgetanpropagacion de
tallos axilares por el rompimiento de la dominaragpécal (Murashige &
Skoog, 1962).

Intervienen en la estimulacion de la pérdida deaggor transpiracion
(Garcia, 2014), influyen en la germinacion de skmjlpermiten de la

formacion de frutas sin semillas. Las citoquininssn derivados
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purinicos mayormente de la adenina (Hurtado & Mgerib988). Altas
concentraciones de citoquinas (1-10 mg/L) promudaeiormacion de
vastagos adventicios y axilares, retarda el enwejento e inhibe la

formacion de raices (Murashige & Tucker, 1969).

Se usa en cultivo de tejidos la kinetina (KIN)mama que solo actua en
presencia de una auxina, benzilamino purina (BAP2eatina (ZEA)
(Gamborg, Miller, & Oijeina, 1968). Las citoquinaambién se
encuentran en minimas cantidades en el agua de méctar de tomate,
extractos de flores, nddulos radicales, en frigemillas. Se disuelven en

soluciones de &cido clorhidrico o hidréxido de edqéfierik R. , 1990).

Giberelinas: son diterpenos termolabiles que seaent del hongo
Gibberella fujikuroi, las giberelinas alteran lastdibucion de calcio en
los tejidos, para inducir la elongacion y el craeimo, generalmente la
planta sintetiza cantidades normales de esta h@rgomo siempre se
debe adicionar al medio (Garcia, 2014), hoy en sHaconocen 90
giberelinas diferentes pero todas estas no siesgopeieden encontrar en
la misma planta (Aleman, 2006) y varian en estracty actividad
(Garcia, 2014).

Participan en la division y elongacién celular,rementa el tamafio de
las regiones subapicales, ayudan en el alargaméentos entrenudos y
en el crecimiento de los meristemos o yermasitro; también pueden
romper la dormancia de embriones aislados o yenmsben la

formacion de raices y vastagos adventicios (Pirik 1990), a menudo
las giberelinas vuelven a los tallos largos y débga ademas permite la
germinacion de la semilla de cereales gracias aagiea la enzima —

amilasa.

El GA3 pierde el 90% de su actividad biologica caes sometido al
autoclave por lo que es mejor dispensarlo en umaKgde flujo laminar
(Pierik R. , 1990); (Roca & Morginski, 1991)n vitro se usan

concentraciones entre 0,01 a 1 mg/L (Schroeder3)1¥®n un punto
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optimo de 0,1 mg/L, esto va a estimular entre sotiinciones la
formacion de callos cuando se encuentra combinadol&s auxinas
(Roca & Mroginski, 1993).

Inhibidores del crecimiento

Acido abscisico (ABA) es un sesquiterpenoide ia de forma natural
en plantas en las bases ovaricas de los frutomghodose en mayor
cantidad cundo los frutos estdn maduros (Garcidl420 actua

negativamente en propagaciimvitro porque estimula el cierre de los
estomas, inhibe el crecimiento del tallo debidwea bloquea el efecto de
las giberelinas, induce la latencia celular, pexpeshdiendo del explante
puede evitar la oxidacion celular, ayuda en la madan de embriones,
facilita la sincronizacion de la division celular eultivos de células en
suspension (Pierik R. , 1999), activa inhibidodss proteasas en
respuesta a heridas en semillas y estimula l@sséntle proteinas de

almacenamiento (Garcia, 2014).
Etileno

El etileno se halla en estado gaseoso, esta peeserntultivo de callos,
permite la formacidon de vastagos adventicios, videe en la
embriogénesis y formacion de érganos en gimnospeiiRerik R. ,

1990); en recipientes plasticos provoca inhibidéhcrecimiento.

Vitaminas- Las vitaminas son compuestos quimicos no indisgxesa
pero necesarios para la célula vegetal, debidedagfalta de alguna de
ellas limita la organogénesis (Aleman, 2006), enplanta se sintetizan
en pequefas cantidades, por esta razon se delmdonadial medio de
cultivo, la concentracion a usarse va a dependdéa dspecie y del tipo

de cultivo que se quiere llegar a tener (Georgeé8p0



20

Estan presentes en procesos metabdlicos, como ese@imiento y
desarrollo de la planta. En cultivos vegetales,orttamos vitaminas
como la tiamina usada en concentraciones de 0,Ima/k, el acido
ascorbico el cual inhibe la oxidacion del mateviedetal el mismo que
es usado en concentraciones de 1 — 100 mg/L ldogiria, la niacina
(Roca & Mroginski, 1993), acido pantoténico, biatimiboflavina, &cido
félico, tocoferol, acido citrico (50 —100 mg/L) wlma (Pefia, 2009).
También se usa el mioinositol que actia sobredbfgracion de tejidos
y sobre la activacion de la organogénesis, se datheionar

concentraciones de entre 50 — 500 mg/L (Alemang200

Aminoacidos.-Los aminoacidos deben ser usados aatela ya que
cada especie vegetal va a tener distinta respuesta,mal manejo de
estos suplementos puede ocasionar un problema mutriaion de las

células (Roca & Mroginski, 1993). Existen célulapaces de sintetizar
correctamente todos los aminoacidos necesariosadieion de L-

glutamina en concentraciones de 2 - 8 mmol comotéude nitrdgeno o
una mezcla de aminoacidos es a menudo beneficarsagstimular la

formacion de vastagos adventicios. (Pierik R. 9)99

Antioxidantes.- Los antioxidantes son usados erlaexgs que tienen
gran cantidad de fenoles que se producen por reispue la
manipulacionin vitro lo cual provoca la necrosis del explante. Los
antioxidantes mas usados son el acido citrico,odeiscorbico y la
cisteina, se debe tomar en cuenta que algunos eshogu Son

termolabiles y no soportan ser autoclavados (PG8).

Brasinoesteriodes.- Los brasinoesteroides (BRs) swstancias
semisintéticas reconocidos en la actualidad comarrdguladores
vegetales cuyo progenitor es el campesterol (CléuSasse, 1998), se
han usado en los ultimos cinco afos, mostranddtaees positivos en

la organogénesis, morfogénesis, estimulando elincreato vegetal y
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sobre el desarrollo de callos (Aleman, 2006). Seiemntran presentes en
todo el reino vegetal terrestre y marino (algas tgrigiofitas), se
incluyen ademas 5 especies de gimnospermas y €iespmas de

angiospermas (Choe, 2010).

Los brasinoesteroides son reguladores de origamahata brasinolida
se extrajo por primera vez en el afio de 1979 dkdnpde Brassica

napus,(Adam, 1998) y hasta ahora es la mas efectiva@icdmente

(Fujioka & Akira, 2003), son productos naturalesados en bajas
concentraciones porque ahi es donde mejor resultagestran, se
encuentran altos niveles en grano de polen inmaduostrando su
desempefio en la fertilizacion de las plantas; |ossiboesteroides
naturales son el brasinélido, el 24- epibrasindiidel homobrasinélido;
pero existen otros como la castasterona, tifastéeakterona y la 6-

deoxocastasterona.

Son efectivos para estimular el crecimiento y deflarde tejidos de

varias especies (Hassan, 2004), estimulan lassid@ivicelular, mejorar
el rendimiento de cultivos, aumenta la resistenaiaplagas vy

enfermedades, se adapta mejor a condiciones désegtermite la

polarizacion de la membrana y bombeo de proton@sgdd un mejor

desarrollo vascular y reproductivo; ademas apresiaranaduracion de
la cosecha (Iglesias, Pérez, & Coll, 2000). Bagaxentraciones ayudan
a la elongacion en hipocoétilos, epicolitos y pedlos en las

dicotiledoneas y también en coledptilos y mesoastjlClouse & Sasse,
1998).

Intervienen también en la diferenciacion sexualayobtencion de
plantas haploides estables (Clouse & Sasse, 1¥8)cambio de
temperaturas, concentraciones salinas altas, bapses de agua
disponible mostré que los brasinoesteroides protegéas plantas de
diferentes cambios ambientales que les causense@i@aubhadel,
Browning, Gallie, & Krishna, 2002).
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Hasta ahora existen mas de 50 moléculas de esteytippy en dia ya se
estan haciendo brasinoesteroides sintéticos log<ti@nen resultados
muy similares a los obtenidos con brasinoesteromiesenientes de

fuentes naturales (Iglesias, Pérez, & Coll, 2000).

Es el 95% del medio de cultivo, un medio idone@prcrecimiento de

las plantas debe tener agua destilada, bidestiliddesionizada debido a que el

uso de agua de las llaves puede contaminar y @atiasarrollo del explante, por

los microorganismos y la alta concentracion de soc&cio que ocasionan la

precipitacion de componentes del medio (Roca & lihslg, 1993).

Materiales inertes

Gelificantes.- Los agentes gelificantes son usatlm®o soporte de
nutrientes y del material vegetal, entregan al mexi gel hiumedo que
va a alimentar al explante (Hurtado & Merino, 1988%e aplican
concentraciones desde un 0,6% hasta un 1% (Rocaogihski, 1993);
deben ser adicionados dependiendo del explanterngaestio de cultivo al
que se quiere llegar, observando siempre unadihsiptima para que
el explante se mantenga fijo y pueda absorberdtgentes, porque si se
agrega demasiado agar la planta no va a teneupdsnsentos necesarios

para vivir.

El agar es adicionado para tener un medio sdlidqureza del agar es
un factor importante para descartar posibles canaiones del medio,
ya que agentes como impurezas en el agar, la ncaroarcial van a

afectar la respuesta del material vegetaitro (Debergh, 1982).

También se puede usar como agente gelificante lecptamida,
agarosa, gelatina o gomas gélicas (Phytagel desSiGelrite de Merck)

y la silicagel, la ventaja de estos agentes esnqui@teractian con los
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nutrientes del medio, tienen un pH neutro y noigekn por enzimas
vegetales. En medios liquidos se usa papel filoona plataforma
(Hurtado & Merino, 1988), pero se puede observgurads problemas

como es la hiperhidratacion del explante.

e Carbon activado.- La madera es sometida a altape@turas en
presencia de vapor, se da una carbonizacion patenearb carbon
activado, el mismo que esta formado por una refthde poros, con una
gran superficie interna que es usado en conceote€ide entre 0,2-
3,0% p/v puede absorber todo tipo de sustanciasjed@igmentos
toxicos como son los productos de la oxidacion liead hasta
vitaminas, hormonas, quelatos de zinc y hierrojis® concentraciones
elevadas en la etapa de enraizamiento para sirellaredio externo
obscureciendo el agar y ayudando asi al crecimiéat@ices, de igual
manera estimula la embriogénesis somatica; promiaevgyanogenesis

de especies lefiosas (Pierik R. , 1999).

1.3.8.3. Etapas de propagacionn vitro

Las etapas del cultivim vitro de todas las especies vegetales son cinco
bien definidas para obtener un resultado optimonfiable. Las etapas | a lll,
son in vitro, mientras que la etapa 0 y IV se desarrollan emwrnadero
(Murashige, 1974).

a. Etapa 0. Seleccion de plantas donadoras

En la etapa cero o de preparacion, se seleccioragonydicionan las
plantas madres que van a ser usadas para inisiaultivosin vitro y asi obtener
buena calidad en los explantes (Pérez, Ramireze\ll& Ochoa, 1999). Esta
etapa previene problemas de contaminacion. Ptaatgpa generalmente se usa

explantes que provienen de yemas apicales y axjldebdido a que poseen tejido
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meristematico y gracias a esto no genera variamomaclonal, logrando plantas
genéticamente idénticas; para obtener una mejopuesta in Vvitro y
reproduccién de la planta, se utiliza tejido jowm que, el potencial de

crecimiento no va estar reducido por senescencea® Mroginski, 1993).

La planta madre debe estar bajo condiciones cuaramnas, esto quiere
decir en condiciones controladas en cuanto a émpératura y riego apropiado,
durante un periodo de tiempo (Roca & Mroginski, 39®ara tener un explante
con mejor desarrollo, crecimiento vigoroso, libeeghtégenos (Castillo, 2004), y
una correcta nutricion, en los cuales se va azatilel que posee las mejores
caracteristicas fenotipicas, para ayudar a tenecultivo en condiciones de
asepsia debido a que estas plantas van a tenerr nmndacto con

microorganismos o patdgenos (Pérez, Ramirez, N&i@zhoa, 1999).

b. Etapa I. Desinfeccion

En esta etapa de iniciacion se va a obtener plamésicas y viables,
para esto se selecciona el material vegetal ddalstgomadre (yemas, hojas,
raices o semillas), de donde se va a eliminar dosaminantes externos que se
encuentran de manera natural en el ambiente (hondaxterias); los cuales
pueden destruir el explante porque compiten conchlogaminantes por los
nutrientes del medio de cultivo; existiendo mayartdsa de multiplicacion y
desarrollo en los microorganismos, dejando en d¢gje al explante y

provocando su muerte (Roca & Mroginski, 1993).

En la etapa de desinfeccion se lava el materiaktaégcon agua
corriente para eliminar impurezas de gran tamaéguido de jabdn, inmersion
en una solucion de hipoclorito de sodio, fungicidasser necesario y etanol al
70%; posterior a estos pasos se debe sembrarcamkzra de flujo laminar para
una total asepsia (Pierik R. , 1999); los medi@slas no van a tener reguladores
de crecimiento (Roca & Mroginski, 1993) y se empleaedios de cultivos

diluidos.
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El problema en esta etapa es la contaminacion endgglebido a que
existen especies que no expresan contaminacion ndeediato y los
microorganismos permanecen a lo largo de su vidiag problema es la
contaminacion exogena Yy la oxidacion fendlica (farel M. , 1997); La etapa de
desinfeccion finaliza cuando el explante se encaemable y con un crecimiento

y desarrollo libre de contaminacion (Pérez, Ramixgdiez, & Ochoa, 1999).

C. Etapa Il. Introduccion del material in vitro

Después de la etapa de desinfeccion, el mateggtakese coloca en un
medio de cultivo estéril; el medio a usar va a ddpe del objetivo al cual se
quiera llegar (tejido desdiferenciado, yemas, &ice obtener embriones

somaticos) (Roca & Mroginski, 1993).

El medio basal con el que se trabaja, va a prepal@s explantes a un
sistemain vitro, que tiene condiciones ambientales controladamityientes
necesarios, de esta manera las plantulas no sen totalidad autétrofas. Una
vez sembrado el explante y, transcurridos de quilies a cuatro semanas
dependiendo la especie, va a iniciar la regenarat@dnuevos tejidos vegetales,

lo cual va a dar inicio del ciclo de cultiwo vitro (Castillo, 2004).

Existen varios medios de cultivo que son espedfigara cada planta
los cuales van a proporcionar el equilibrio nutnal del explante y permitir una

deseada respuesta morfogenética (Pierik R. , 1999).

d. Etapa Ill. Multiplicacion

Se la conoce también como etapa de propagaciéobjélivo en esta
fase es lograr el mayor niumero de brotes, que teingjas bien formadas, con el
mayor vigor y en el menor tiempo posible, a paltifos explantes que estan en
contacto con el medio de cultivo (Castillo, 20! cual debe tener una correcta

concentracion de reguladores de crecimiento (citdogs y auxinas).
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Cabe mencionar que en esta etapa no se debe adicioas
fitohormonas, Unicamente en el primer medio dedthiccion, para que no haya
una sobresaturacion de hormonas, y asi obteneottlogia deseada para la
investigacion (Alonso, 2002). Los nuevos brotesvae a subcultivar para
obtener un mayor numero de plantas, la cantidaa variar dependiendo de la
especie vegetal y las condiciones de siembra ([0agd04). Con esto se logra

una incrementacion exponencial de plantas.

La multiplicacién in vitro se puede realizar polg@anogénesis, y la
multiplicacion por yemas, apices o meristemos (#hign, 1982). Y Uno de los
problemas que se dan por un inadecuado manej® deuastras en esta etapa es

la vitrificacion y la presencia de contaminantes.

e. Etapa IV. Enraizamiento

La etapa de enraizamiento da como resultado laaftiim del sistema
radical; en esta etapa los brotes que tienen uaftamaproximado de 2 cm,
obtenidos durante la etapa de multiplicacion debgaptarse, y sobrevivir el
cambio a un medio de cultivo libre de reguladoresctecimiento, que solo
posea fitohormonas de tipo auxinas (inducen unpuesta de enraizamiento)
(Castillo, 2004), para lograr un mejor crecimiek® raices, Yy obtener una
plantula completa, que va a tener una mejor addptate las plantas al medio
externo (Krikorian, 1982). Sin embargo, obtener faices por este medio es
mucho mas dificil que realizarlo durante el ennmaiEsto ex vitro (Bonga &
Patrick, 1992).

Los factores fisicos que van a ayudar al enraizatimison el estrés
hidrico, temperaturas alta, poca intensidad luraigicarbén activado (Orellana
M., 1997); Mientras que los factores quimicosapgue se dé el enraizamiento
son la disminucion en la concentracion de salegraies del medio de cultivo,
la adiciébn de elementos como Br, Ca y Mn, incremesgn axinas siempre

precautelando que se encuentre un balance horrmadealiado, o por la adicion
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de fenoles y vitamina D (Bonga & Patrick, 1992)géhas especies de plantas
muestran el crecimiento de raices en el mismo mmdidiplicacion transcurren

en forma simultanea (Castillo, 2004).

f. Etapa V. Aclimatacion.

En la aclimatacion las plantulas que han sido eadais se van adaptar
al medio exterior, los explantes son extremadamsaisibles y aun no estan
aptos a cambios ambientales bruscos, en esta dtapaque adaptarlas
paulatinamente al invernadero, porque es el mapgarlpara la aclimatacion de
las plantulas debido a que es aqui donde se varardiir de manera gradual la

humedad relativa y aumenta paulatinamente lasidad de luz.

El medio de cultivo in vitro satisface todos los requerimientos de
carbono, y las plantulas no tienen la necesidadedézar la fotosintesis, por esta
razon las hojam vitro muestran una anatomia diferente queshasitrg son mas

delgadas y con menor contenido de clorofila (Bofadratrick, 1992).

Las plantulas en el medio de cultivo tienen comadies mixotroficas,
esto quiere decir que alternan entre el uso deatwosirde carbono, los mismos
gue se encuentran presentes en el azlcar y regesadi® crecimiento del medio,
y la fijacion de CO2 cuando existe escasa intedsilgaluz durante el periodo de
incubaciéon (Donnelly & Tisdall, 1993), es por eateon muy susceptibles al
trasplante y se debe realizar riegos continuos;plastulas tampoco tienen
activado el mecanismo de resistencia contra pat@yeor esta razon se debe
trabajar en condiciones de asepsia en toda la etd@divera, Gutiérrez,
Gutiérrez, & Andrade, 2000).

El mayor problema en la aclimatacion es la excekivaedad relativa
dentro del medio de cultivo, esto provoca que lastplas carezcan o tengan
atrofiados algunos sistemas, como en el caso desimsnas de las hojas, los

cuales regulan la transpiracion, estos se encueeBeasamente abiertos y no
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responden apropiadamente a la reduccion de la hadnegue dan como
resultado la perdida de agua (Bonga & Patrick, 1L9@2nbién la cuticula cérea
no se encuentra bien desarrollada, y no sirve deraapara retener agua en la
superficie de la planta, provocando una desecat@bexplante (Castillo, 2004);
para evitar esto necesita una constante irriga@mstan & Turner, 1984),
implementando un sistema de nebulizacion, el usdalsas plasticas o con

micorrizas para estimular el enraizamieaxovitro(Bonga & Patrick, 1992).

Para finalizar esta etapa las plantulas se plantmécontenedores con
sustrato suelto, poroso, en una mezcla de areba tucascara de arroz, que
luego van a estar tapados con plastico que ayudagaie la humedad se
mantenga en la planta, y va a permitir un mejsadello y crecimiento de la
raiz (Bonga & Patrick, 1992).

1.4. Hipotesis

Existe un protocolo de cultivin vitro para el que la desinfeccion,
introduccién y multiplicacion de explantes de Mdgm¢Magnolia grandiflorg

a partir de yemas apicales, tiene éxito significati
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CAPITULO 2 : METODOLOGIA

2.1.Localizacion del ensayo

El presente proyecto de investigacion se desareollél Laboratorio de
Micropropagacion Vegetal de la Unidad de EspacidliPa (UEP) de la
Empresa Publica Metropolitana de Movilidad y ObRagblicas del Distrito
Metropolitano de Quito (EPMMOP), ubicado en la Amtervalles Km 2%,

sector Cununyacu.
Provincia: Pichincha
Canton: Quito
Parroquia: Tumbaco
Sector: Cununyacu
Latitud: 0’13'59"S
Longitud: 78°25'70"0

Altitud: 2 300 m.s.n.m

2.2.Cronograma de tesis

La tesis se desarrollo a partir del dia 8 de jdébafio 2013 en el Laboratorio de
Micropropagacion vegetal de la UEP. La primera semae recibid una

capacitacion sobre el uso de los equipos del lamooa materiales, reactivos. El
15 de Julio del 2013 se inicio el desarrollo déeskis y tuvo una duracion de 10

meses.
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2.3.Obtencidn de plantas madre

Las plantas madre de Magnolidiggnolia grandiflora) fueron
obtenidas en la Parroquia de Sangolqui, en lamda@ieas Magnolias ubicada en
el cantdon Rumifiahui, en el kilbmetro 3,5 via Amdgud_as plantas tienen una
edad de entre uno a cinco afios de edad y una plomzedio de 2 a 4 m. Las
plantas se encontraron en condiciones ambiental@sotadas ya que por estar

en una hacienda estan debidamente cuidadas yniit@samente tratadas.

Luego de la recoleccion se procedié a seleccioaar plantas que
presentaron las mejores caracteristicas fisiol&gycgenotipicas. A estas plantas

seleccionadas se las denomino plantas madresgfig).

Figura 6: Plantas madres de Magnolia.
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2.4.Seleccion, colecta y transporte del material

La recolecciéon se ejecutd entre las 9 a 11 de @anm@muna vez por
semana, se realizaron cortes en las yemas aplaalesales tuvieron un tamafio
aproximado de 4 cm y estaban libres de enfermedddego los explantes
seleccionados fueron transportados en fundas ziplesde el lugar de
recoleccion hacia el Laboratorio de Micropropagacdiiegetal, en donde se las

llevo al cuarto frio que se encuentra a la tempeaatle 4 °C hasta su posterior
utilizacion.

Figura 7: Explante inicial.

2.5.FASE |: Desinfeccion de los explantes

En el laboratorio se procedié a eliminar todas hagas, dejando
solamente la yema apical, (figura 2.3). Durante gsbcedimiento se utilizd
tijeras de diseccion que fueron desinfectadas luggocada corte con una
solucion de alcohol al 70% v/v.
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Para el inicio de la desinfeccion a los nuevosaxpk se los lavo con
agua corriente por 30 segundos para eliminar inzagreéle mayor tamafo, a
continuacion se sumergio en una soluciéon de deaterg®mercial (6g/L) y jabon
al 10% v/v, los mismos que estuvieron en agitacontinua por 10 minutos,
finalizado este paso se realizO tres enjuaguesagoia estéril hasta eliminar
completamente el detergente, posteriormente sec@dis muestras en una
solucién de fungicida (2-metoxicarbamilo-bencimiolazy bisulfuro de
tetrametiltio carbamilo) a una concentracién dei%opor 20 minutos, seguido
nuevamente por tres lavados consecutivos con ajéal & después se sometiod
al material vegetal en una solucion de alcohol G867 por dos minutos, sin

enjuagar.

Luego de esto los explantes, se colocaron en Unai@o de hipoclorito
de sodio en un intervalo de concentracién de 12%&o; durante 10, 15 y 20
minutos, finalmente se llevaron los explantes mede una camara de flujo
laminar (STREAMLINE®), para ello la camara fue peswente esterilizada con
luz ultra violeta durante 40 minutos, en dondeesdizaron tres lavados con agua
estéril y después se continud la siembra definitiabla 2.1) con el objetivo de
impedir la contaminacion y la oxidacion. Finalmeseerealiz6 cuatro lavados

con agua estéril.

Tabla 1: Tratamientos propuestos para la fase de desinfeccio

Tratamiento Concentracién Tiempo de
(v/v) hipoclorito de inmersién
Sodio

T1 1,0 % 10 minutos
T2 1,0 % 15 minutos
T3 1,0 % 20 minutos
T4 1.5% 10 minutos
T5 1,5 % 15 minutos
T6 1.5% 20 minutos
T7 2,0% 10 minutos
T8 2,0% 15 minutos

T9 2,0% 20 minutos
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Todos los lavados e inmersiones se los realizégéacedn continua a
8000 rpm utilizando hot plates Bearnetead (USA)agitadores.

Figura 8: (A) Explantes usados en desinfecci@). Lavado con detergente comercial 6%
p/v (C) Lavado con fungicida 1% vfD) Lavado con solucién de alcohol al 70
Tratamiento con hiplocorito de sodio

Durante el transcurso de la siembra se eliminpdates necrosadas por
el proceso de desinfeccion, hasta observar un bst&to en el explante y se
procedid a sembrarlos en tubos de ensayo de 25x@d@ontienen el medio de
cultivo. Para esta etapa se utilizé el medio Mugssly Skoog con vitaminas,
ademas el medio se suplementé con carbon activ&IGMA) a una
concentracion de 0,2 gLy &cido ascérbico para evitar la oxidacion del
explante, sacarosa como fuente de carbono a ucarmoacion de 30 gty agar
(SIGMA AGAR) como agente gelificante a una concatitin de 7 g 1; El
medio de cultivo se ajusté a un pH de 5,8 = 0,2-fpéter JENWAY) con
soluciones de HCI 0,1 N o NaOH 0,1 N y despuéssteikzd durante 1 hora en
un autoclave vertical (Trident EA-632).
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Posterior a la siembra del material vegetal, ld®$ se colocaron
en la sala de incubacion a una temperatura entte 27C de temperatura, 60 -
70% de humedad relativa, bajo intensidad luminiea2d00 - 2500 luxes en
fotoperiodo de 12 horas. En esta fase se evallBavaniables para determinar un

tratamiento 6ptimo para esta etapa y estas son:

» Contaminacion. Mediante observacion, se dio valores de “1” para
contaminados y “0” para los no contaminados, yam®ala causa de

hongo o de bacteria.

* Necrosis.Se puso valores de “1” para explantes necrosabdsr (café)

y “0” para explantes no necrosados (Color verde).

* Viabilidad. Mediante la observacion se determinard un exphaatde

y se le asignara el valor de “1” y a un explaneiable el valor de “0”.

Figura 9: (A): Explante viable(B) Explante contaminado con hongG) Explante
contaminado con bacteria.
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Cada tratamiento estuvo constituido por 10 unidasgserimentales,
siendo la unidad experimental un tubo con un exelal mismo que posee una

yema apical. Las observaciones se las realiz6 talfias durante un mes.

Para las variables descritas que se realizarob@d® un mes desde el
primer dia de la siembra, se empled andlisis nanpéiricos con la prueba de
Kruskall Wallis que permitié diferenciar los grupes los que se dividian,
prueba de chi cuadrado y estadistica descriptised®ay analisis de frecuencias
(ANEXO E).

2.6.FASE Il: Introduccion.

En esta etapa los explantes desinfectados medgnteatamiento
estandarizado en la fase anterior que mostraronniesles mas bajos de

contaminacion, necrosis y muerte.

Durante esta fase se sometid a los explantes de&idbs a diferentes
concentraciones del regulador de crecimiento 6ilzmimopurina (BAP) y se lo
comparo con brasinolida, el cual presento los resjogsultados para esta fase en
esta especie (anexo B). Estos reguladores se ocotoea un medio de cultivo
sélido Murashige y Skoog suplementado con vitamigagbdn activado a una
concentracion de 0,2 glipara reducir la oxidacion del tejido, sacarosa@om
fuente de carbono a una concentracion de 383,gqagar como agente gelificante
a una concentracion de 7 ¢ i 0,05 mgL* de ANA (tabla 2.2).

Los cultivos se mantuvieron a 25 °C bajo intensidadinica de 2000 -
2500 luxes en fotoperiodo de 12 horas. La tomaalesdse realiz6 cada 7 dias
hasta llegar a los 45 dias, tiempo en el cual curta fase de introduccion y se

determinara cual es el medio 6ptimo.
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Tabla 2: Tratamientos propuestos para la fase de estabbkstimi

Tratamiento  Medio de cultivo Regulador Concentracién

Control MSV Sin regulador 0 mg L?
T1 MSV BAP 1mgL?
T2 MSV BAP 2 mg L?
T3 MSV BAP 3mg Lt
T4 MSV brasinolida 0,3 mg Lt
T5 MSV brasinolida 0,6 mgt
T6 MSV brasinolida 0,9 mg L

Después de transcurridos estos dias se logro deterel medio y el
tiempo 6ptimo que los explantes deben permanecet eredio para esta fase,

para ello se evalué 3 variables de respuesta guerfuas siguientes:

» Presencia de brotes.Mediante observacion se determinara la presencia
de brote en el explante, dando valores de “1” dag@s con brote y “0”

a los que no tengan brote (figura 2.5).

* Viabilidad .- Mediante observacion se determinard si un ekplasta
viable (tejido verde) o no (tejido oxidado o neas) y se le asignara el

valor de “1” a un explante viable y el valor de €"no lo esta.

* Numero de brotes- Se realizara un conteo de los brotes que cgaten
cada explante

FiguralO: (A) Explante con 3 brote§B) Explante con brotgC) Explante viable.
(D) Explante necrosado
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Cada tratamiento estuvo constituido por 10 unidasgserimentales,
siendo la unidad experimental un tubo con un explase emple6 andlisis no
paramétricos con la prueba de Kruskall Wallis,epau de chi cuadrado,

estadistica descriptiva basica y analisis de &ecias.

2.7.FASE llI: Multiplicacién

Luego de tener el tratamiento y tiempo Optimo paratroduccion, los
explantes que presentaron brotes y una buena stapuegetativa se replicaron a
los medios de multiplicacién para inducir el creieinto axilar y apical de brotes.
Se utiliz6 un medio sdlido Murashige y Skoog sumatado con vitaminas
(MSV), carbon activado 0,2 gl aztcar 30 g &, acido giberélico 1 g't, agar
7 g Lt y con diferentes concentraciones de reguladoresrefgmiento (tabla

2.3), siempre se tuvo una mayor concentraciontdguinina que auxina.

Tabla 3: Tratamientos propuestos para la fase de multipboac

Tratamiento  Medio  Citoquinina Concentracion  Auxina  Concentracién

GAs3
Control MSV BAP 0 mg L?* Ausencia Ausencia Ausencia
T1 MSV BAP 2mg ! ANA 0,5mg L* 1mgL?
T2 MSV BAP 2 mg L ANA 1,5 mg L 1 mg L!
T3 MSV BAP 3mg Lt ANA 0,5mg L* 1mgL?
T4 MSV BAP 3 mg L ANA 1,5 mg L 1 mg L!
5 MSV BAP 2 mg L1 AIB 0,5mg L? 1 mg L
T6 MSV BAP 2 mg L?* AIB 1,5 mg L 1 mg L?
T7 MSV BAP 3mg ! AlB 0,5mg L* 1mgL?
T8 MSV BAP 3 mg L AIB 1,5 mg L 1 mg L

Se utilizé ocho tratamientos mas un control, sebsaron los explantes

en condiciones de total asepsia en una camaraugte lminar para evitar
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contaminaciones externas, fueron sometidos a lasmas condiciones de

temperatura, intensidad luminica y fotoperiodo guda fase de introduccion.

Se realiz6 cada 7 dias la toma de datos por 45 d&spués de
transcurrido este periodo se establecié el mejocgatimiento entre los 8

tratamientos para esta fase.

Se realizo 10 repeticiones, la unidad experimenqial se utilizo para la
evaluacion fue un frasco con un brote viable obi®nen la fase de

establecimiento (figura 2.5):

* Numero de brotes.Se conté y registré el nimero de nuevos brotes que
desarroll6 cada explante.

* Viabilidad. Tras la observacion de la respuesta del explargtepor a
la siembra, se otorgd valores de “1” para los expk viables (tejido
verde y vivo) y “0” para los explantes no viablésjilo de color café
debido a oxidacion).

* Presencia de brotes.Mediante observacion se determinara el presencia
de brote en el explante, dando valores de “1” dage@s con brote y “0”

a los que no tengan brote.
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Figurall: (A) Explante con brotes a partir de yema api@).Explante con brotes a
partir de yema axila(C) Explante necrosado

Se realiz6 analisis no paramétricos con la prukb&ruskall Wallis,
prueba de chi cuadrado con una significancia detlB%ignificancia, estadistica

descriptiva basica y analisis de frecuencias.
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CAPITULO 3 RESULTADOS

3.1.Fase de desinfeccion de los explantes

En la presente tesis se muestran los resultadosathera en que se
evaluaron tres variables las cuales fueron degitfiec necrosis y viabilidad,
para la obtencion de explantes viables y libresaiaminacion. A continuacion

se presenta el resultado.

3.1.1. Contaminacion

En la variable contaminacién se evalud la efectidide cada nivel de
los factores analizados, para ver si es posiblenidisr el porcentaje de
contaminacion con la combinacion, en esta variablanos nueve tratamientos
que se formaron a partir de hipoclorito de sodiaGND) en diferentes tiempos

de inmersion.

A continuacion se analizé una graficas de frecuenpara las variables
de contaminacion (figura 3.1), en donde se muesiraporcentaje de
contaminacion, se aprecia que en la primera semarey incremento notable
en la contaminacién, en el dia 14 se puede obsgueaya existe contaminacion
de los explantes en varios tratamientos, pardeePltél a 30 el porcentaje de
contaminacion entre tratamientos no varia, porde ge tomaran los datos a
partir del dia 21.
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Figura 12: Porcentaje de contaminacion de cada tratamienpecesal dia
evaluado.

En la tabla 3.1 se muestra el nimero de explamEsminados, de los
90 explantes totales introducidos a los 21 diagdude su siembra. La tabla

salié de los anexos A.8.1.

Tabla4: Tabla de contingencia para los datos de la varigblgaminacion
respecto a los tratamientos.

Tratamiento Tiempo de Concentracion n Explantes
inmersion de NaCIlO contaminados
T1 10 1,5 10 9
T2 10 2 10 1
T3 10 2,5 10 1
T4 15 15 10 10
T5 15 2 10 2
T6 15 2,5 10 0
T7 20 1,5 10 8
T8 20 2 10 2
T9 20 2,5 10 0
TOTAL 90 33

(p<0,000)
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Al ser una variable dicotdmica se realiz6 un arghsediante la prueba
de Kruskal Wallis ¢=5%), en base al anexo A.8.2 para conocer el
comportamiento de esta variable con respecto adifésrentes tratamientos. El
resultado determind que existe una diferencia etiea significativa entre los

tratamientos de desinfeccion con respecto a digiidn de la contaminacion

(p<0,000]), siendo el tratamiento T4 el menos recomendabiéddea que

presenta la media més alta de contaminacion, &ntianto T9 y T6 no
presentan contaminacion (tabla 3.2).

Tabla 5: Prueba de Kruskal Wallis para la variable contaciora

=
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Contaminacion 10 .90
Contaminacion 10 .10
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Contaminacidn 10 oo
10 .20
10 oo
10 .50
10 .20
10 .oo

. Medianas H 1]

.32 a0 39.76 <0.0001
.32 .o

.32 .00

- oo

.o

.o

.o

.o

. a0

-4z
oo
-4z
i
yujs}

Contaminacion
Contaminacidn
Contaminacion
Contaminacion
Contaminacion

0@ -] oin b W
ooooorOO

o e o
Oo0orRrOOROOH

H
o
it
o
o
)
A
i}

(5]

(0}

n

(]
B e e e

B s I e R R
o) w
o i}
n a
o m}
o

En la tabla 3.3 se observa que la concentracioNalelO segun las
medias son significativamente diferentes, en ebsaA se encuentran las
mejores concentraciones las cuales tienen una naedi@ 17 y 0,24, y en el

rango B se encuentra la concentracion que mermerfia mostro.
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Tabla 6: Prueba de Krustal Wallis en funciéon a la concendrablaClO

Variasbhle cone N Medisas D.E. Medianas H jul
contamina 1.50 30 0.20 0.31 1.00 38.77 <0.0001
contamina 2.00 30 0.17 0.38 o.00

contamina 2.50 30 0.03 0.15 0.00

Trat. ERanks

2.50 30.50 &

2.00 36.50 A

1.50 £9.50 E

Con nivel de significancia(a:5%) la tabla 3.4 determind que no

existe una diferencia significativa entre los difdes tratamientos de

desinfeccién con respecto al tiempo de inmers(i()n: 0,8677), en donde la

mejor media es de 0,33.

Tabla 7: Prueba de Krustal Wallis en funcion al tiempo deension.

Variable tiempo N HMedias D.E. Medianas H jul
contamina 10.00 30 0.37 0.49 Q.00 0,20 0,.3677
contamina 15.00 30 0.40 0.50 o.oo0

contamina 20.00 30 0.33 0.458 0.00

Se realizé también graficas de frecuencia paranafilos datos de los

analisis estadisticos.



44

M Explantes
contaminados

M Explantes no
contaminados

Figura 13: Porcentaje de contaminacién en base a la varia@daos tratamientos.

El porcentaje de explantes contaminados es del/36 Y al estar los
explantes sometidos a soluciones de NaCIlO 1,5%28% (v/v), en tiempos de
inmersion de 10, 15 y 20 minutos se encontré6 ungprmespuesta en el
tratamiento seis y nueve los mismos que tuvier@¥d e desinfeccion.

En la figura 3.3 se puede apreciar la concentrad®mMaClO en los
diferentes tiempos de inmersion en donde se obsgia una concentracion del
1,5% hay un mayor porcentaje de explantes contalogmad la concentracion de
NaClO del 2% existe un menor porcentaje de exgsanbntaminados en el
tiempo de inmersion de 10 minutos. A una conceittnade NaClO al 2,5%
existe una menor contaminacion en el tiempo de risidre de 15 minutos y 20
minutos, teniendo solamente dos explantes contalmsnan cada tratamiento.
Indicando que el tiempo de inmersion y la contagidma son inversamente
proporcionales ya que a medida que el tiempo deernsidn aumenta la

contaminacion disminuye hasta llegar a obteneragxg$ sin contaminacion.
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Figura 14: Numero de explantes contaminados respecto al tigfpomersion
en una solucion de NaClO al 1,5%, 2%, 2,5%.

Adicionalmente se elaboré una columna de distrifoude frecuencias
basandose en los datos de la tabla 3.4, paraanaliporcentaje de eficiencia de
cada tratamiento por separado. En la figura 3.#@gue el mejor tratamiento es
el T9 y T6, en cambio el T4 y T7 es apenas del 1s&bdo menos eficientes

para la desinfeccion.
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Figura 15: Explantes contaminados respecto al tiempo de inémeas
concentraciones de NaClO 1,5%, 2%, 2,5% respectmsan

3.1.2. Necrosis

Se evaluo la variable necrosis con el propésitoldener el tratamiento
gue mejor resultado tenga sobre los explantes, papadir grandes pérdidas del
material vegetal. La figura 3.5 indica que desi¥e21 dias no hay variacion de
la necrosis, siendo el tratamiento cuatro el queamorcentaje de necrosis
posee, ya que desde el dia 7 al dia 30 no se abeargin incremento en la

grafica de frecuencia.
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Figura 16: Porcentajes de necrosis de cada tratamiento respéas dias
evaluados.

Para estudiar los datos recolectados para establarse realizé una
tabla de contingencia (tabla 3.8), en la cual sestna el nUmero de explantes

necrosados en cada tratamiento a los 21 dias tleego siembra.

Tabla8: Tabla de contingencia para los datos de la variagbeosis respecto al
tiempo de inmersion a las diferentes concentrasioeeNaClO.

Tratamiento  Tiempo de  Concentracion n Explantes
inmersion de NaClO necrosados
Tl 10 15 10 1
T2 10 2 10 2
T3 10 2,5 10 9
T4 15 15 10 0
T5 15 2 10 5
T6 15 2,5 10 10
T7 20 15 10 2
T8 20 2 10 7
T9 20 2,5 10 10
TOTAL 90 46

(p<0,000)
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Al tener una variable de tipo discreta dicotomiegosocedioé a realizar
un analisis estadistico no paramétrico medianprFuaba de Kruskal Wallis con
un (a:5%), a fin de conocer el comportamiento de la variabfpecto a los
diferentes tratamientos. El analisis demostr6 quéstee una diferencia
significativa entre las distribuciones de necrosifos tratamientos realizados
(p<0,000]), se observa 3 grupos de los cuales el A es ehmrr necrosis
muestra, en este grupo el mejor tratamiento esi&ra y en el grupo C se

encuentran los tratamientos mas necrosados en dendenos eficiente es

nueve (tabla 3.6).

Tabla 9: Prueba de Kruskal Wallis para la variable necrosis.

Variashle Tiewpo Concentracidn N Medias D.E. Medianas H il
Necro=sis 10 1.50 10 0.10 o0.352 0.00 35.24 <0.0001
Necrosis 10 2.00 10 0.z20 o0.42 o.oo
Necro=sis 10 2.50 10 0.90 0.32 1.00
Necrosis 15 1.50 10 o.00 o.00 o.oo
Necrosis 15 2.00 10 0.50 O.53 0.50
Necrosis 15 2.50 10 1.00 O.00 1.00
Necrosis 20 1.50 10 0.20 o.42 o.oo
Necrosis 20 2.00 10 o.70 0.45 1.00
Necrosis 20 2.50 10 1.00 0.00 1.00
Trat. FERanks
15:1.50 Z2.50 4
10:1.50 27.00 4
Z20:1.50 31.50 L E
10:2.00 31.50 L B
15:2.00 45.00 L B C
Z0:2.00 54.00 E C
10:2 .50 &3.00 [
15:2.50 67.50 c
20:2.50 67.50 Z

Medias con we ledtrd cominy 20 508 S5icmificadivamende diferentes (p » 0.05)

La concentracion dependen significativamente emderosis de los
explantes(p:0,000J), se observa que el mejor grupo es el A que tierze u
concentracion del 1,5%, a una mayor concentraniénor el porcentaje de

explantes vivos como se mira en el grupo C en tteaé una media de 0,97.
Tabla 3.7.
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Tabla 10: Prueba de Kruskal Wallis para la variable necresisfuncion a la

concentracion.

Variasble Concentracion N Medias D.E. Medianas H D
Necrosis 1.50 30 0.10 0.31 0.00 33.69 <0.0001
Necrosis Z2.00 30 0.47 0.51 o.oo

Necrosiz 2.50 30 0.97 0.18 1.00

Trat. Ranks

1.50 27.00 A

2.00 43.50 E

2.50 gw6.00 C

Madias con e lebrd conim? B 5081 Sicmificativamente diferentes ro > 0.05)

Se aprecia que tanto el tiempo de inmersibn comootaentracion

dependen significativamente en la necrosis dexptaetes(p=0,1965 tabla

3.8, teniendo una media de 0,40 a los 10 minutasrdersion, mostrando que es

mas efectivo a este tiempo.

Tabla 11: Prueba de Kruskal Wallis para la variable necresifuncion al tiempo.

Variable Tiempo N Medias D.E. Medianas H 1}
Necrosis 10 30 0.40 0.50 o.00 2.44 00,1965
HNecrosis 15 30 0.50 0,51 0.50

Necrosis 20 30 0.63 0.49 1.00

Se realiz6 una grafica de frecuencia (figura 3.@)apdeterminar la

eficiencia de los tratamientos; a una concentradénNaClO al 1,5%, el

porcentaje de necrosis es del 10%, lo que revelexiste una gran pérdida de

explantes. A la concentracion de NaClO del 2% hayorcentaje de necrosis

del 33,33%. Y a la concentracion de 2,5% de Naexiste un tratamiento

idéneo, debido a que el porcentaje de necrosis amely alto, dando como

resultado una eficiencia del 10%.
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Figura 17: Porcentaje de explantes necrosados para cada tgripmersion en
las distintas concentraciones de NaClIO.

En la figura 3.7 se puede observar, que a la coraaedn de 1,5% de
NaClO en un tiempo de inmersion de 15 minutos toliss explantes se
encuentran sin necrosis, cabe mencionar que allgs2D minutos también se
muestra una optima respuesta de los explantesarftm & una concentracion de
NaClO al 2% existe menos necrosis en el tiempaeision de 10 minutos; a
los 20 minutos es donde mas cantidad de explaptemcuentran necrosados.
Por ultimo a una concentracion de 2,5% de NaClQrtamientos tienen una
pérdida casi total del material vegetal, lo que straeque el tiempo de inmersién

y la necrosis son directamente proporcionales.
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Figural8: Numero de explantes necrosados respecto al tiempuortersion en
una solucion de NaClO al 1,5%, 2% y 2,5%.

3.1.3. Viabilidad

Se evaluaron explantes viables, los cuales no ES®
contaminacion y necrosis, con el propdsito de astehmejor tratamiento con el
menor nimero de explantes perdidos, y con la masepsia posible para poder
continuar con las siguientes fases en perfectadiadones.En la figura 3.8
indican que a parir del dia 14 al 30 no varia @mgnanera la viabilidad de los

explantes, por lo tanto los datos se van a evalpartir de los 21 dias.
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Figura 19: Porcentajes de viabilidad de cada tratamiento oéselos dias
evaluados.

Se realiz6 una tabla de contingencia (tabla 3.8 [ws datos obtenidos
en cada tratamiento a los 21 dias luego de su sempéra posteriormente poder

crear las respectivas gréaficas de frecuencia panaddisis de datos.

Tabla 12: Tabla de contingencia para los datos obtenidosatidad con respecto
a cada tratamiento.

Tratamiento  Tiempode  Concentracion n Explantes

inmersion de NaCIlO viables
T1 10 1,5 10 0
T2 10 2 10 7
T3 10 2,5 10 0
T4 15 1,5 10 0
T5 15 2 10 3
T6 15 2,5 10 0
T7 20 1,5 10 0
T8 20 2 10 1
T9 20 2,5 10 0
TOTAL 90 11

(p<0,000)
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Mediante la prueba de Kruskal Wallis con un nivelsinificancia del
5% se determin6 que los tratamientos poseen upeeddia significativa entre
ellos, con respecto a la variable viabilidad (teh®0). Teniendo dos grupos, el
mejor es el grupo A en el cual el tratamiento@®gl que presenta la media mas
elevada, es decir el que genera la mayor cantidakplantes sin contaminacion

y viables.

Tabla 13: Prueba de Kruskal Wallis para la variable viabiida

Variahle Concentracion Tiempo N Medias D.E. Medianas H 1)
Viabilidad 1.50 10 10 0.00 0.00 0.00 13.52 <0.0001
Viasbilidsad 1.50 15 10 0.00 0.00 0.00
Visbilidsad 1.50 20 10 0.00 0.00 0.00
Viabilidad 2.00 10 10 0.70 0.48 1.00
Viabilidad 2.00 15 10 0.30 0.48 0.00
Viasbilidsad Z.00 20 10 0.10 0.32 0.00
Viasbilidad 2.50 10 10 0.00 0.00 0.o0a0
Viabilidad 2.50 15 10 0.00 0.00 0.o00
Vigbilidad 2.50 20 10 0.00 0.00 0.00

Trat. FERanks
.50:20 40.00
.50:15 40.00
.50:10 40.00
.50:10 40.00
.50:15 40.00
.50:20 40.00
.00:20 44,50
.00:15 53.50 E
.00:10 71.50 ]

Madias oo une leire comiyl no son sigmificativemente difearemtes (p > 0.05)

[ S S T i S I
o b e b e b e

La tabla 3.11 muestra la prueba de Kruskal Wallis cespecto a la
concentracion en donde se estableci6 que los ftieéon difieren
significativamente entre eIIo£p<0,000]), teniendo mayor viabilidad a la
concentracion de NaClO al 2%, y con una media 8¢ §,ubicandose en el

grupo A, y en el grupo B se encuentra la conceidinague menor eficiencia

mostro6 la cual es del 2,5%.
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Tabla 14: Variable viabilidad con respecto a la concentracion

Wariakhle Concentracion N Medias D.E. Medianas H 1]
Viabilidad 1.50 30 0.00 o0.o0 o.00 7.98 <0.0001
Viabilidad Z.00 30 0.37 0.49 0.oo
Viabilidad 2.50 30 0.00 0.00 0.00

Trat. Ranks

1.50 40.00 A
2.50 40,00 &
Z2.00 Ea&.50 E

De igual manera para analizar la relacion entneal@able viabilidad y

tiempo de inmersion (tabla 3.12) se realiz6 unauelpa de chi cuadrado de

independencia empleando un nivel de significaneiaS@o, con(p:0,0569,

demostrando que existe evidencia para afirmar gueidbilidad depende del

tiempo de inmersién empleado, teniendo la mejorian@dbs 10 minutos.

Tabla 15: Variable viabilidad con respecto al tiempo de insien.

Variabhle Tiempo N Medias D.E. Medianas H il
Viabilidad 10 30 0.23 0.43 0.00 1.85 0.0565
Viabilidad 15 30 0.10 0.31 0.0o0
Viabilidad 20 30 0.03 0.18 Q.00

Se observd que el tratamiento dos presenta el it@Apacentaje de
explantes viables (70%), seguido del tratamientecaci(30%) y finalmente el
tratamiento ocho (10%). Los demas tratamientossoviables. Como se puede

observar en la figura 3.9.
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Figura 20: Porcentajes de explantes viables respecto aptieta inmersion en
las diferentes concentraciones de NaClO

En la figura 3.10 observamos que a mayor tiempmhersiéon menor
es la viabilidad indicando que el tiempo de inn@rsnfluye en la viabilidad de
los explantes, ya que, a los 10 minutos de inmersiste mayor viabilidad que
a los 20 minutos. Por ello se sugiere la utilizaciel tratamiento dos es el
tratamiento mas idoneo para poder iniciar la intowibn de Magnolia

grandiflora.
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Figura 21: Variacion de la viabilidad respecto al tiempo daénsion.



56

3.2.Fase de introduccion

La fase de Introduccidn se efectud a los 45 diegdua siembra inicial,
los tratamientos para esta fase se encuentranade8aén la tabla 2.2 y nos
permitieron evaluar a brasinolida y bencilaminopari(BAP) a diferentes

concentraciones en medio MSV.

3.2.1. Presencia de brote

La variable presencia de brotes, permitié evaluexistio la presencia o
ausencia de brotes independientemente del nimdrmtis presentado por cada

explante.

Se realizd una tabla de contingencia (tabla 3.18p mnalizar los
resultados presentados, en donde, de un total depi@ntes introducidos (10
explantes por tratamiento) se obtuvo 14 explaniespgesentaron brotes. Siendo
el tratamiento tres el que presenté un mayor narderexplantes con presencia
de brotes (siete explantes), también en el trat@midos se pudo apreciar la
presencia de brotes en tres explantes, y en antranto uno la presencia de
brotes en cuatro explantes, no se pudo observarekencia de brotes en los

demas tratamientos.

Tabla 16: Tabla de contingencia para los datos presentadas lpavariable
presencia de brote respecto a cada tratamiento.

Tratamiento n  Explantes viables Porcentaje  Promedio

BAP T1 10 4 40% 46,7%
T2 10 3 30%
T3 10 7 70%
brasinolida T4 10 0 0% 0%
T5 10 0 0%
T6 10 0 0%
Control 10 0 0% 0%
Total 70 14 20%

(p=0,0119
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Al ser una variable discreta dicotomica, se realigd analisis de

varianza no parameétrico mediante la prueba de laiustallis con(a = 5%) . Se

aprecio que en la tabla 3.14 existe una diferesigiificante entre la presencia
de brotes y los reguladores de crecimiento, ya spieobtuvo un valor de

(p=0,0118). Siendo el tratamiento tres el mejorgua este presenta la media
mas alta (0,7) y el que menor brote presento fumgllos tratamientos cuatro al

siete no presentaron brotes.

Tabla 17: Prueba de Kruskal Wallis para la variable presedeibrote.

Variable Tratamiento N Medias D.E. HMedianaz H 1l
Presencia de Brotes 1.00 10 0.40 0,52 0.00 13.61 0.0001
Presencia de Brotes 2.00 10 0.30 0.45 0.on0
Presencia de Brotes 3.00 10 o.70 0.48 1.00
Presencia de Brotes 4.00 10 o.00 o.00 0.on0
Presencia de Brotes 5.00 10 o.00 o.00 0.on0
Presencia de Brotes 6.00 10 o.00 o.00 0.on0
Presencia de Brotes 7.00 10 o.00 o,.00 0.on0

Se elaboré una grafica de frecuencia (figura 3ddra comparar los
tratamientos y observar la diferencia que existgeebrasinolida y BAP, en
donde se puede observar que el mejor regulador reéeingento para la
introduccién es BAP (3mgh), ya que presenté un 70% del total de explantes
con presencia de brotes en comparacion con brakantd cual no presento

ningun brote a los 45 dias después de la siembra.
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Figura 22: Explantes con presencia de brotes respecto adotadores de
crecimiento.

La figura 3.12 muestra que el tratamiento tres, qaatiene una
concentracion de 3 mgLde BAP en medio MSV, es la concentracion mas
favorable para que los explantes generen brotesi gepresento siete del total
de explantes con brotes obtenidos entre los tratdos con BAP. Con

brasinolida no existe la presencia de brotes, egumia de las concentraciones.
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Figura 23: Numero de explantes con presencia de brotes cpaatesa los
reguladores de crecimiento

3.2.2. Viabilidad

La tabla de contingencia 3.15 muestra los datosnidids de la fase
experimental para analizar la variable viabilid&d. donde, de un total de 70
explantes sembrados 42 sobrevivieron con un 29%cual el tratamiento tres
es el que mayor nimero de explantes viables sewahdes demas tratamientos
también son viables teniendo seis explantes vimok® tratamientos uno, dos,

cuatro, cinco y seis.
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Tabla 18: Tabla de contingencia de los resultados obtenidoa fa variable
viabilidad en la fase de introduccion.
Tratamiento n  Explantes viables Porcentaje Promedio
BAP T1 10 6 60% 63,4%
T2 10 6 60%
T3 10 7 70%
brasinolida T4 10 6 60%
T5 10 6 60%
T6 10 6 60% 60%
Control 10 5 50% 50%
Total 70 42 29,4%
(p=0,991)

Mediante la prueba de Kruskal Wallis con un nivelsinificancia del

5% y al ser esta una variable discreta dicotomeEaealiz6 un andlisis de

varianza no parameétrica con un nivel de signifiGamel 5% (tabla 3.16). Los

resultados sefialaron que no existe diferencia issitad significativa entre las

distribuciones de

la viabilidad en

(p=0,9915) con la mejor media del 0,7 en el tragatai tres.

los diferentestamientos probados

Tabla 19: Prueba de Kruskal Wallis para la variable viabiids introduccion.

Prueba de Eruskal Wallis

Variakble Tratamiento N HMedias D.E. HMedianas H 1]
Viabhilidad 1 10 O.e0 0O.52 1.00 0.59 0.9915
Viabhilidad =2 10 O.e0 0O.52 1.00
Viabhilidad 3 10 .70 0.45 1.00
Vighilidad 4 10 0O.e0 0O.52 1.00
Viskilidad & 10 O.60 O.52 1.00
Viskhilidad & 10 O.60 0O.52 1.00
Vighilidad 7 10 0.50 0.53 0.50

Para conocer que regulador de crecimiento es ehty®r eficiencia

tiene en cuanto a la viabilidad de los explantes.emboré una grafica de
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frecuencia (figura 3.13), la cual nos indica qua B&P se tiene un 63,30% de
explantes viables, con brasinolida tiene un poggentlel 60%. Lo cual se
observa que no existe una diferencia significaginte los dos porcentajes, sin

embargo BAP exhibe el valor mas alto.

Explantes viables

BAP brasinolida
Regulador de crecimiento

Figura 24: Porcentajes de explantes viables respecto al épegllador de
crecimiento.

La figura 3.14 al estar con el regulador de cresnd BAP muestra que
el mejor tratamiento es el nimero tres, en dongeuhgorcentaje de viabilidad
del 70%, le sigue el tratamiento numero uno y dws un 60% de viabilidad.
Con regulador de crecimiento brasinolida no existayor cambio en la
viabilidad, ya que los tratamientos cuatro, cinccseis tienen un 60% de
explantes vivos. Todos los tratamientos presentpoocentajes de viabilidad del

50% en adelante.
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Figura 25: Porcentajes de explantes viables respecto a lotadgges de
crecimiento.

3.2.3. Numero de brotes

La tabla de contingencia 3.17 muestra los datoenats para la
variable nimero de brotes en la fase de introdacd&spués de los 45 dias de
incubacion. Indicando que el mejor tratamiento lasienero tres el cual generé
el méas alto nimero de brotes (19 brotes), con esteltado representa el
tratamiento con el 59,38% dando una diferenciaifstgtiva con los demas
tratamientos, ya que el siguiente tratamiento gwe brotes es el nimero dos
con ocho brotes, y el tratamiento uno tiene uncerunje del 15,62%, y
finalmente los demas tratamientos se pudo apriecarsencia de brotes.
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Tabla 20: Tabla de contingencia para los datos obtenidos emtiable nimero de

brotes.
Categoria Tratamiento Total
T1 T2 T3 T4 T5 T6 Control
NUmero de brotes 5 8 19 0 0 O 0 32

Porcentaje de frecuencia 15,62% 25% 59,38 0% 0% 0% 0% 100%

(p=0,000)

Para la variable nUmero de brotes se realizo leljarae Kruskal Wallis
con un nivel de significancia del 5% y al ser eatsa variable discreta
dicotomica se realiz6 un analisis de varianza n@matrica, la misma que
demostré que existen 2 grupos estadisticos, engecliales los resultados
obtenidos con respecto al niumero de brotes presemta verdadera diferencia
estadistica (tabla 3.18). Siendo el tratamients (@ mg L' BAP) que se
encuentra ubicado en el grupo B es el que tiemaddia mas alta (1,9) entre

todos los tratamientos, y ademas presenta unasddier significativa( p<0.5)

del resto. Con lo que sugiere que es la mejor cdrac@dn probada para lograr

una alta cantidad de brotes.

Tabla 21: Analisis para el numero de brotes con respecto ait@entracion de

BAP y brasinolida.

Variable Tratamiento N HMedias D.E. Medianas H ja]
Mimero de EBrotes 1.00 10 o.50 o.71 a.o0o0 14.27 0.0001
MNiumero de Brotes 2.00 10 0.50 1.32 o.ao
Mimero de Brotes 3.00 10 1.90 1.45 Z.00
Miamero de Brotes 4.00 10 o.00 a.oo o.ao
MNuamero de Brotes 5.00 10 o.0o0 o.ao a.oao
Mimero de Brotes 6.00 10 .00 a.oo o.ao
Miumero de Brotes 7.00 10 0.00 o.0o0 0.ao

Trat. Ranks

.00 E25.50
.00 EZ23.50
.00 Z85.50
.00 E25.50
.00 39.55
.00 40.70
00 54.25 E

ol e b
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En la grafica de frecuencia 3.15 se observa de rmmjanera que
tratamiento tres tiene un 59,38% del total de Isratetenidos en esta fase, en
donde podemos ver que a una concentracion de BAR)L31 existen ocho
brotes y a una concentracion de 3 mglue corresponde al tratamiento tres
existe 19 brotes, es decir se considera un increntrectamente proporcional

de brotes con respecto a la concentracion de BAP.

60,0%

50,0%

40,0%

30,0%

20,0%

Porcentaje del nimero de brotses

10,0%

A A A A
T T T

0,0%

1 2 3 4 5 6 Control

Tratamientos

Figura 26:  Frecuencias porcentuales del nimero de brotesespecto a cada
tratamiento.

3.3.Fase de multiplicacion

Los explantes que provienen de la introducciéndinarsados en esta
fase, y se evaluaron a los 45 dias luego de sibsieimicial. Los tratamientos en
la fase de multiplicacion tienen diferentes regatad de crecimientos, los cuales

estan detallados en la tabla 2.5.
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Para el estudio de los datos recolectados en ag&ble se realiz6 una

tabla de contingencia (tabla 3.19), en la cual gsegtna el nimero de brotes a los

45 dias luego de su siembra.

Tabla 22: Tabla de contingencia para los datos obtenidos eariable Presencia
de brotes.

Tratamiento n Presencia

de brotes
T1 0,5mg L-1 ANA 2 mg L-1 BAP 10 8
T2 1,5mgL-1ANA 2 mg L-1 BAP 10 6
T3 05mgL-1ANA  3mgL-1BAP 10 5
T4 1,5mgL-1 ANA 3 mg L-1 BAP 10 1
T5 0,5mgL-1AIB 2 mg L-1 BAP 10 4
T6 1,5mgL-1AIB 2 mg L-1 BAP 10 5
T7 05mgL-1AIB 3 mg L-1 BAP 10 1
T8 15mgL-1AIB 3mg L-1 BAP 10 1
Control 10 0
TOTAL 70 31

(p=0,0049

Finalmente se realizé un analisis de mediante el de Kruskal

Walllis en donde se determind que existe una difegesignificativa entre la

concentraciéon de auxinas con respecto a la variatglsencia de brotes (tabla

3.20), razén por la cual se confirma que la prasete brotes es dependiente de

las concentraciones de auxinas utilizadas, enalehdrupo B tiene la mayor

cantidad de brotes, pero se destaca el tratamigmiocon una media de 0,8

seguido por el tratamiento dos el mismo que abacaos grupos y tiene una
media de 0,6.
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Tabla 23: Prueba de Kruskal Wallis para la variable presemigabrote con
respecto a auxinas.

Variabhle Tratamiento N Medias D.E. Medianas H ju]
Presencia de bhrotes 1.00 10 0.50 0.42 i1.00 14.45 0.0049
FPresencia de bhrotes Z.00 10 0.e0 0.5z 1.00
Presencia de bhrotes 3.00 10 .50 0.53 o.50
Fresencia de brotes 4.00 10 0.10 O0.32 o.ao
Presencia de brotes 5.00 10 0.40 0.5:2 o.oo
Fresencia de brotes 6.00 10 o.50 0.53 a.50
FPresencia de brotes 7.00 10 0.10 0.32 o.oo
Presencia de brotes §.00 10 0.10 O0.32 0.0oo
Trat. Ranks
4.00 Z9.00 &

7.00 Z9.00 A

3.00 Z9.00 &

5.00 41.00 o B
6.00 45.00 A B
3.00 45.00 o B
Z.00 49.00 & B
1.00 E&7.00 E

Se elaboré una grafica de frecuencia (figura 3d&@h comparar los

tratamientos y observar la diferencia que existeeda concentracion de auxinas

y BAP, en donde se puede observar que el mejotagdgude crecimiento para

la multiplicacion es el tratamiento uno, ya quesprgdé un 80% del total de

explantes con presencia de brotes en comparaciomelcdratamiento cuatro y

ocho los cuales presentaron un 10% de explanteBrotes a los 45 dias después

de la siembra, lo que revela que a esta conceditrg0i5 mg L-1 ANA y 2 mg

L-1 BAP) existe ocho explantes con brotes de (bseimbrados.
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10% 10%
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Figura 27: Porcentaje de explantes con presencia de brofgsctesa reguladores
de crecimiento (BAP, ANA y AIB).

3.3.2. Viabilidad

Los datos obtenidos para esta variable se presenténsiguiente tabla

de contingencia (tabla 3.21).

Tabla 24: Tabla de contingencia para los datos obtenidoa gariable viabilidad.

Tratamiento n Explantes
Viables
T1 0,5mgL-1ANA 2mgL-1BAP 10 10

T2 15mgL-1ANA 2mgL-1BAP 10 8
T3 05mgL-1ANA 3mgL-1BAP 10 9
T4 15mgL-1ANA 3mgL-1BAP 10 5
T5 05mgL-1AB 2mgL-1BAP 10 8
T6 15mgL-1AIB 2mgL-1BAP 10 7
T7 05mgL-1AB 3mgL-1BAP 10 8
T8 15mgL-1AIB 3mgL-1BAP 10 3

Control 0 10
TOTAL 53 90

(p<0,0149
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Para determinar si existe una relacion de deperaenmdependencia
para esta variable con respecto a las diferentegicaciones de factores de
crecimiento que fueron probadas, se desarrolltnalisss mediante la prueba de

Kruskal Wallis con un nivel de significancia del 5%os resultados de este

analisis seflalan un valor c(ep:0,014(), razon por la cual se acepta que la

viabilidad de los explantes es dependiente detéadaocion presentada por cada
tratamiento, es decir que existe una diferenciaifsigtiva con respecto a la
variable viabilidad, aqui se pueden apreciar dagag en donde el mejor
tratamiento se encuentra en el grupo B con unaamdelil,00 seguido por el

tratamiento tres con una media de 0,9 (tabla 3.22).

Tabla 25: Prueba de Kruskal Wallis para la variable viabilid®n respecto a los
tratamientos presentados.

Wariable Tratamento N Medias D.E. Medianas H ja]
Wiabilidad 1.00 10 1.00 Q.00 1.00 10.52 0.0140
Wiabilidad 2 .00 10 o.50 0.42 1.00
Wimbilidad 3 .00 10 o.90 0.32 1.00
Wimbilidad 4.00 10 o.50 0.53 a. 50
Wiabilidad 5.00 10 o.80 0O.42 1.00
Wiabilidad &.00 10 o.70 0.45 1.00
Wimbilidad 7.00 10 o.s0 0,42 1.00
Wismbilidad .00 10 o.30 0.45 o.oo
Trat. Ranks=
5.00 23.50 4
4 .00 31.50 4 B
& .00 I9.50 A E
W .oo 435 .50 A E
5.00 43 .50 4 B
2 .00 43 .50 4 B
3 .00 47 .50 E
1.00 51.50 E

Se analiz6 el efecto de diferentes reguladoresregnaiento sobre la
viabilidad de los explantes, en la figura 3.17 beseova que el tratamiento uno
present6 un 100% de viabilidad, el tratamiento tugs una viabilidad del 90%,
los tratamientos dos, cinco y siete presentaror@@¥ de viabilidad. Lo que

permite apreciar que la viabilidad no depende dedguladores de crecimiento.
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Figura 28: Viabilidad respecto a los tratamientos utilizados.

3.3.3. Numero de brotes

Los resultados obtenidos para esta variable s@eptados en la tabla
3.24. Mediante la cual se puede observar que se®bin total de 71 brotes, en
donde el tratamiento uno tiene 26 brotes y el imaato dos posee 14 brotes,
siendo los mejores resultados. En el control nobservo la presencia de ningun
brote, el tratamiento siete fue el que menor ninderbrotes se obtuvo. Lo que
demostrd que estos dos tratamientos presentarodif@na@ncia significativa con

el resto de tratamientos los cuales presentaranestie uno a ocho brotes.
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Tabla 26: Tabla de contingencia para los resultados obteradda variable
“namero de brotes”.

Tratamiento n NuUmero de

Explantes
T1 0,5mgL-1 ANA 2 mgL-1BAP 10 26
T2 1,5mgL-1 ANA 2 mg L-1 BAP 10 14
T3 0,5mgL-1 ANA 3 mgL-1BAP 10 12
T4 1,5mgL-1 ANA 3 mg L-1 BAP 10 2
T5 0,5mgL-1AIB 2 mg L-1 BAP 10 5
T6 1,5mgL-1AIB 2 mg L-1 BAP 10 8
T7 0,5mgL-1AIB 3 mg L-1 BAP 10 1
T8 1,5mgL-1AIB 3 mg L-1 BAP 10 3
Control 10 0
TOTAL 90 71

(p=0,0019

Para establecer si existe una relacion de depeiademtte el nimero de
brotes obtenidos y los reguladores de crecimieetaeslizé una prueba de

Kruskal Wallis con un nivel de significancia del 5%a cual present6 un valor

de (p=0,0013, con lo cual los resultados sefialaron que exifferedcia

estadistica significativa entre las concentraciomkes los reguladores de
crecimiento y el nimero de brotes. También se mlekificar en tres grupos en
donde el grupo A representa al tratamiento con mefmero de brotes teniendo
una media de 0,1, el grupo C tiene el mayor nunusobrotes siendo el

tratamiento uno el mejor con una media de 2,6.
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Tabla 27: Prueba de Kruskal Wallis para la variable numero bdetes con
respecto a los tratamientos presentados.

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H ja]
Nuamero de brotes 1.00 10 2.60 1.96 2.50 17.91 0.0015
Nunero de bhrotes Z .00 10 1.40 1.65 1.00
Niumero cde brotes 3.00 10 l1.20 1.45 o.s50
Nunero de bhrotes 4.00 10 .20 0O.63 o.ao
Niumero cde brotes 5.00 10 o.50 0071 o.oo
MNumero de brotes 6.00 10 O.50 0.9:2 o.50
Niumero de brotes 7.00 10 O.10 0,32 o.oo
MNumero de brotes 8.00 10 O.30 0.95 o.00
Trat. Ranks
7 .00 27.595 A
4.00 29.00 A E
.00 29.75 A B
5.00 37.85 AL E
&.00 4z .90 A B c
3 .00 45.85 AL E c
2.00 49 .05 E c
1.00 61.65 C

Se analizé la relacién que presenta el uso de asixinn respecto al
namero de brotes desarrollados. En la figura 3d®bserva la relacion que
tiene la concentracion de cada auxina con respéctdmero de botes obtenidos,
en el caso del 4cido indoalbutirico (AIB) se obaegue el nimero de brotes no
incrementa de gran manera, por el contrario catidlo naftalenacético (ANA)
el nUmero aumenta con concentraciones bajas damddcanzo los mejores
resultados de con un maximo de brotes de 26. Rorlado en ausencia de
reguladores de crecimiento no se obtiene ningute lmamo se puede apreciar en

el control.
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Figura 29: Numero de brotes desarrollados con respecto anlzeotracion y tipo
de auxina utilizado.

De esta manera se pudo determinar que para el Nagno
grandiflora el acido naftalenacético permite laeabion de mayor
cantidad de brotes en la fase de multiplicacion.
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CAPITULO 4 : DISCUSION

El objetivo en esta investigacion fue encontrarpuotocolo eficiente
mediante cultivan vitro para la produccion de plantas Meagnolia grandiflora,
esta especie tiene uso notable ornamental e immlusiPara superar la
contaminacion para lograr llegar al enraizamienéo h&n desarrollado un
protocolo para la desinfeccion, introduccion y nplitacién, en donde se va a

tener cultivos en total sanidad y con una alta tesmultiplicacion.

4.1.Etapa de desinfeccion

En la etapa de desinfeccion se expuso a los erglamtdiferentes
concentraciones de NaClO en diferentes tiemposaersion, para tener una
baja contaminacion con la mayor viabilidad posiflegun (Roca & Mroginski,
1991) el NaClO es uno de los compuestos desinfiestajue mas se usan en
cultivo in vitro, por su facil manipulacion y porque nos garantizaliminacion
de contaminantes exodgenos; la concentracion deN&@ establecida al 2 %
porque a esta concentracion se obtuvo un alto p@jeede desinfeccion, en

comparacion a las concentraciones utilizadas prexide en el ensayo.

Las muestras en la primera semana no presentan noteble
contaminacion, en el dia 14 el 21,11% de los exgtadeMagnolia grandiflora
mostraron contaminacién por bacterias y hongoga phdia 21 a 30 se pudo
observar que el porcentaje de contaminacion emétantientos se mantiene
constante, garantizando un alto nimero de explardbkes y sin contaminacion,
por esta razon los resultados se tomaron al pdetidia 21 con lo que ya se
observa una alta tasa de contaminacién (36,6@&udhse puede deber al mal
manejo de la planta donante o planta madre, puesiir @gentes enddégenos que
no se puede eliminar facilmente con una desinfac@aperficial. Segun

Martinez (2012), a partir de los 15 dias hongosis/ esporas ya se encuentran
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desarrollados y estos son los que mayor tiempa tardcrecer por ende este

agente contaminante es el que mas se debe espeEaupminar esta etapa.

41.1. Contaminacion

En la desinfeccion de yemas apicales de Magnoliautdezd una
solucion de NaClO al 2,5% con la cual se logré teme porcentaje de
desinfeccion del 100% en el tratamiento que em@dBdy 20 minutos de
inmersion, del 90% para el tratamiento de 10 nosiagte inmersion, también se
aprecio el 90% para una solucion de NaClO al 2&s 4.0 minutos de inmersion.
Sin embargo conseguir un 100% de desinfeccion erprefocolo no es
precisamente optimo debido a que también se delmnar otros factores como

necrosis y viabilidad especialmente en plantassia$io

La variable contaminacion, mostr6 una variacion adistica
significativa para el factor NaClO, lo cual sugieque el indice de
contaminacion depende de la concentracion de Na@i®la desinfeccion de los
explantes. Segun (Pelacho, y otros, 2014) se delbdliear la superficie de los
explantes como paso previo a la introduccion, eorutilizacidbn de agentes
desinfectantes para eliminar el riesgo de contazidngpor microorganismos. Se
puede emplear también agentes biocidas como etlbijto de calcio, cloruro de
mercurio o fungicidas que actian como desinfectacten una alta rapidez
(Trujillo, 2004). Cabe mencionar que la efectividbelestas sustancias quimicas
va a depender del tipo de explante, tipo de phamtal tipo de sustancia quimica
que se va a utlizar (Hurtado & Merino, 1988). Seguillegas (1990) el
principal problema para establecer plantas lefis&giro es porque tienen un
lento crecimiento, y por ende pasan por mucho tengxpuestas a

microorganismos que en ocasiones son dificilegraeliear.

Haciendo un analisis por separado para el tiempordersion no existe

una diferencia significativa entre los diferentegtamientos de desinfeccion,
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segun (Abdelnour & Escalant, 1994), la contaminacesta ligada a la
concentracién del desinfectante pero no al tiemgandhersion. Indicando que
cuando se utilizo bajas concentraciones de NaCtOrip tiempo de inmersién
(T1 y T4), se obtuvo el mayor promedio de explami@staminados (95%), lo
cual indica que el tiempo de inmersion y la conaaidn de NaClO al tratarlos

conjuntamente influyen directamente para lograrparéecta desinfeccion.

41.2. Necrosis

Uno de los mayores problemas que tuvo esta imaesfin en la
pérdida de explantes fue el nivel de necrosis,etd@l,11% de los explantes de
Magnolia necrosados, posiblemente porque la coramdn del agente quimico
fue demasiado fuerte y provocé un efecto toxicaesdis explantes, ya que el

tejido epidérmico del material vegetal es sumameelieado.

Los resultados muestran un porcentaje de necretsis00% cuando se
aplicé NaClO al 2,5% por 20 minutos y 15 minutsaplicar una concentracion
menor (1,5%) disminuyd a un 10% de explantes nadass aqui pudimos
observar que el mejor tratamiento fue el T4 (15CNa 1,5%) pero se debe
recordar que a esta concentracion la contaminaipera el 90% entonces, los
explantes no estan necrosados pero si contaminAtid%o de concentracion de
NaClO el porcentaje total de explantes necrosagesié 46,7% y al tiempo de
inmersion de 10 minutos hubo un porcentaje de secdel 6,66% (T2), lo que
indica que a esta concentracién y tiempo, el tejielgetal se encuentra vivo, y se
lo podra usar en la proxima etapa; aqui se aprgo@ a medida que la
concentracion de NaClO fue aumentando, resultabgudigal para los
explantes. Esto se debe a que el NaClO resultat®aéco en altas
concentraciones y en largos tiempos de inmersi@mue en presencia de agua
puede formar acido hipocloroso, de modo que ebdiberado tras esta reaccion

resulta ser un oxidante muy fuerte (Jacome, 2011).
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El analisis estadistico demostré que existe uneratitia significativa
entre los tratamientos y la necrosis, lo que detnaigjue tanto el tiempo de
inmersion como la concentracion de NaClO influyani§icativamente en la
necrosis de los explantes. Por esta razén cuasdinkis de sustancias quimicas
son altas, mejor va a ser la eliminacién microhig®gio mayor es la muerte de
los explantes utilizados (Alvadado, 1998). Pordotd es de gran importancia
tener un cultivo en total asepsia ya que la téogimase emplea no siempre va a
ser la mas adecuada, a demas Martinez, Sanchezy Kill (1998), afirman que
la necrosis limita llegar a la etapa de introducaié cultivosn vitro de especies

lefiosas.

También se establecio el uso de explantes enti@ @rade longitud con
lo cual se descart6 el uso de yemas apicales dernemarno, ya que mientras
MAas pequefas son se van a necrosar facilmenteramarates de la siembra. Ya
gue segun Georget al (2008) se debe utilizar explantes de aproximadaen2nt
cm de largo para el establecimiento de un cultivoagir de yemas apicales,
debido a que ayuda en la manipulacién y permitemajor desarrollo del

explante y soportan la necrosis.

4.1.3. Viabilidad

El resultado final que proporciona el mejor tratamo en la fase de
desinfeccion fue evaluado con la variable viabdidpie se encuentra en total
dependencia de la contaminacion y la necrosis. Aomigempo de inmersion y a
una concentracion media, se aprecia que el tratémniE2 posee el mas alto
porcentaje de viabilidad (70%) el cual consistiol&minutos de inmersion en
NaClO al 2% ya que permitié un control de la comtecion (90%) y menor
nivel de necrosis (20%); desde el dia 14 al 30 aoaven gran manera la
viabilidad de los explantes, por lo tanto es ghtraento mas idoneo para poder
iniciar la introduccion déMagnolia grandiflora Indicando que es un porcentaje
aceptable para una especie lefiosa (Martinez, RiSilyva, 2006). Y tan solo el

30% es material vegetal perdido.
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4.2. Etapa de introduccion

4.2.1. Presencia de brotes y numero de brotes

En esta etapa se busco obtener el mayor nUmermts por explante
con lo cual se uso diferentes concentraciones de BArasinolida, para que la
plantula supere la situacion de estrés a la quexXpeesta en condicion&svitro
(Roca & Morginski, 1991), para ello se realizé undlssis estadistico en el cual
se demostré que la obtencidon de brotes dependiittastente del regulador
utilizado. Siendo BAP el mas recomendable para efstpa, debido a que se
presento6 el 70% en cuanto a la presencia de hyaes59,38% del total de brotes
obtenidos. También se puede apreciar que la presgnaumero de brotes
incrementa a medida que la concentracion de BARuwaentando, no obstante

asi con brasinolida.

Estos resultados se pueden atribuir a que BAP ashomrmona que
muestra resultados positivos en la organogénesispecies forestales ya que
van a estimular la formaciéon de hormonas dentroedplante (Abdelnour &
Gamboa , 1999). También Segun Ramirez y Salaz®8J1%e bebe tener en
cuenta que la concentracion del regulador depeada constitucion genética, la

edad de la planta madre y de las condiciones pretaspor el medio.

Por otro lado la adicién de brasinolida no dio leslo favorecedor ya
que el 100% de las muestras evaluadas no presemespuesta a las diferentes
concentraciones de brasinolida, siendo menos efecieomparado con BAP
(Nufiez, 2012), observaron que se puede obtenavscaliando se adiciona
brasinolida con auxinas, esto puede haber ocugiEdgue en plantas lefiosas
poseen una mayor produccion y concentracion en@ogeiversas hormonas lo
cual se puede sugerir que Magnolia tiene una poidludnterna de auxinas
Schmiilling (2004). También segun (Fujioka & Aki2003) brasinolida sirve
para regular procesos especificos, la misma que fwiciona con ciertos
compuestos, y no beneficia a todas las especiedepger por la constitucion
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genética de la planta o debido a que esta planenseentra en condiciones
normales para su desarrollo y no permiten estimaldigionales para su
crecimiento y produccién, esto quiere decir questexun equilibrio entre las
hormonas de crecimiento y al suplementar brasiadiel inhibe el crecimiento

guedando en un periodo de latencia.

4.2.2. Viabilidad

En base a los andlisis estadisticos se determimdaquiabilidad en esta
etapa no depende de los reguladores de crecimigiitados. Mostrando que
los tratamientos que contienen BAP tienen un poageide viabilidad del 63,3%
y con brasinolida un 60%. En base a estas variabl@izadas se pudo establecer
gue el mejor medio de cultivo para la introducadrel tratamiento T3 (3 mg L
1 de BAP) este medio presentd la mayor viabilid@®4yYy el mayor porcentaje
de explantes con brote (59,38).

4.3. Etapa de multiplicacion

4.3.1. Presencia de brote y nimero de brotes

En esta etapa se busco obtener el mayor nUmermts lpor explante
y por tratamiento, ya que en la etapa anteriomsefde se buscaba la formacién
de brotes sin desarrollo (Uribe & Cifuentes, 20@hpra se busca el desarrollo
de los mismos, para ello se usé diferentes coramatres de BAP, y se
incrementd la concentracion de auxinas (ANA y AlBa que segun (Zamora &
Juarez, 2008) tener un balance de auxinas y ciioas ayudan en la
regeneracion de apices en propagaciones a partiedas apicales, axilares o
meristemos, y produce una alta tasa de prolifenacié brotes, ademas la
adicion de citoquininas tiene un efecto positivbide a que rompe la dormancia
apical y estimula la brotacion de las yemas, tamlaé citoquininas interactian

con las auxinas para que se pueda realizar la idivigelular y la
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desdiferenciacion; se debe mantener a las auxinaa aoncentracion menor a la
citoquinina, a fin de evitar la dominancia apicakas producida por las auxinas
y la cual inhibe el desarrollo de los brotes (Jorgl&Casaretto, 2006).

El analisis estadistico mostré que el nimero déebrg la presencia de
brotes dependen del tipo y concentracion de hormthzada en el medio. Para
el tratamiento T1 (0,5 mgtANA y 2mg L'* de BAP) se obtuvo una media de
2,6, para T3 (1,5 mg'tANA y 2mg L de BAP) 1,2 y para T2 (0,5 mgL
ANA y 3 mg L' de BAP) hubo una media de 1,4 mientras que T4 tina
media 0,2. Indicando que el tratamiento mas faverie el T1 (0,5 mgit ANA
+ 2 mgL?! BAP) el mismo que produjo un mayor nimero de Isiaséendo el
mejor balance de auxinas-citoquininas que presesté tratamiento. Segun
Rojaset al (2004). Ya que la adicién de auxinas citoquiniepehde también
del balance enddgeno en los explantes, y en pldefesas la mayoria de
auxinas incrementan la actividad del cambium etejalo vascular e inducen a
una constante division celular, con lo cual seevigtiel desarrollo de los brotes

de yemas axilares (Jacome, 2011).

Como se indico a través de los resultados delsaas@stadistico, el AIB
no generd una respuesta muy favorable sobre ldardgp a diferencia de lo
producido por el ANA. A la concentracion de 0,5A18 una media de 0,5y
0,1 a concentraciones de BAP de 2 y 3 m{ respectivamente, y a la
concentracién de de 1,5 de AIB una media de Q)8ya concentraciones de
BAP de 2 y 3 mg 1! las cuales son medias muy bajas. Finalmente &isian
estadistico demostro que el tratamiento T1 (2 mMglé BAP y 0,5 mg L de
ANA) presenté la media mas alta para el numero ey producidos por
explante (2,6) y la presencia de brotes (0,8) melweun 80% del total de
explantes con presencia de brotes en comparacival cbatamiento T4 y T8 los
cuales presentaron un 10% de explantes con bnotesetapa de multiplicacion.
Por otra parte se demostré estadisticamente uaeidrelde dependencia entre

del nimero de brotes y la presencia de brotes especto al uso de estas
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hormonas. Observando que a una alta concentraeiGit@uinina inhiben la
funcién de las auxinas, segun Arredondo (1999fymafique para obtener un
mayor desarrollo de los brotes, se debe dismiauiohcentracion de citoquinina

en el medio.

4.3.2.  Viabilidad

La evaluacion de la viabilidad se realizé con uredencia semanal,
durante 45 dias, se obtuvo un porcentaje del 588%iabilidad sin embargo el
tratamiento que mayor pérdida de explantes fue8eES§to puede ser porque las
plantasin vitro pueden tener alteraciones en la estabilidad genétifisiologia
por la composicion del medio de cultivo y el efecioe pueden tener los

reguladores de crecimiento (Hartmann, Kester , &a\& Geneve, 2002).
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CAPITULO 5 : CONCLUSIONES

El mejor tratamiento para la desinfeccion consist& 10 minutos de
inmersion en hipoclorito de sodio al 2%, el cuahu&é tener el mas alto
porcentaje de viabilidad (70%) bajos indice de ammacion (10%) y
necrosis (20%) (p0,0001).

La concentracion de BAP presenta una influenciaifsigtiva sobre el
numero de brotes obtenidos (p=0,0001) y la preaendae brotes
(p=0,0118), siendo 3 mgL la concentracion ideal para la etapa de
introduccidén la cual presentd el 59,38% de brotesé&dos, un 70% de
presencia de brotes y con una viabilidad del 7086rnyuna media de 1,9

brotes por explante.

Se concluyé que la utilizacion de brasinolida nodpjo resultados
favorecedores tanto en la presencia como numetwrates, (p0,0001),

pero presenta una viabilidad del 60%.

El uso de diferentes concentraciones de citoqusmyndiferentes auxinas
presentd una influencia significativa para la pnese de brotes
(p=0,0049) y el numero de brotes (p=0,0015), sieAdNA a una
concentracion de 0,5 mg'Ly BAP a una concentracion de 2 mg lel
mejor tratamiento para la multiplicacion produciendun resultado
maximo de 26 con una media de 2,6 y en cuantgeekencia de brotes

se obtuvo un porcentaje del 80% y una media del 0,8

El mejor protocolo en este estudid fue: para lanfescion 10 minutos de
inmersion en hipoclorito de sodio al 2%, para Hoduccion 3 mgt!
BAP y para la multiplicacion ANA a una concentdacide 0,5 mg it y

BAP a una concentracion de 2 mg.L
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* Se acepta la hipétesis planteada al inicio de tesbajo la cual afirma
gue existe un protocolo de cultivo vitro para el que la desinfeccion,
introduccién y multiplicaciéon de explantes de Magno(Magnolia
grandiflora) a partir de yemas apicales adultas, tiene éxgpoifecativo
para proceder al enraizamiento, ya que se tienaltonporcentaje de

multiplicacion.
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CAPITULO 6 : RECOMENDACIONES

Para la etapa de desinfeccion de Magnolia se recwlaiusar el protocolo de
desinfecciéon TZjue dio el mejor resultado en la desinfeccion dmage
apicales, antes de la introduccion en el mediouttero.

Se recomienda usar concentraciones menores deligitogs y auxinas en la
etapa de multiplicaciones para determinar una me@nbinacion que

aumente el numero de brotes en los explantes sdothra

En este ensayo se recomienda no usar brasinolidpigoano se obtienen

resultados favorables.

Para obtener brotes con mayores longitud se recoadi@ieutilizar
concentraciones menores de 1 miglé acido giberélico.
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CAPITULO 8 ANEXOS
ANEXO A

Tabla A.28:Tabla de contingencia para los datos de las vagatintaminacion,
necrosis y muerte de cada tiempo de inmersion cespdos dias evaluados.
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Tabla A.29: Tabla de contingencia de los datos obtenidos etaza de
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Tabla A.31: Tabla de contingencia de los datos obtenidos tGast&ade
multiplicacion (primera multiplicacion).
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ANEXO B: FOTOS DE DESINFECCION

Recoleccion y corte de la muestra
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Resultados obtenidos de diferentes tiempos de innsédn a diferentes

concentraciones de hipoclorito de Sodio.

Tratamiento
hipoclorito de
Sodio al 1,59
(10 minutos

Tratamiento ¢ &

hipoclorito dg™

Sodio al 2%
(10 minutos

Tratamiento §

hipoclorito de
Sodio al 2,59
(10 minutos

Tratamiento ¢

hipoclorito de
Sodio al 1,59
(15 minutos

-
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Tratamiento £ s

hipoclorito de
Sodio al 2 %
(15 minutos

Tratamiento f

hipoclorito de
Sodio al 2,59
(15 minutos

Tratamiento

hipoclorito de
Sodio al 1,59
(20 minutos

Tratamiento § i | 0 l'\‘ IR &
\ ,&1\, ‘,l“ "" ‘;‘ J 3‘ h!i‘

hipoclorito de e
Sodio al 2% 1 LR

(20 minutos ‘

Tratamiento

hipoclorito de
Sodio al 2,59
(20 minutos




ANEXO C: FOTOS DE ESTABLECIMIENTO

Proceso para introducir el material
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Resultados obtenidos con los diferentes tratamiergo

Tratamiento
1

BAP 1
mgL?

gk L B

Tratamiento
2

BAP 2
mgL?




Tratamiento
3

BAP 3
mgL?

Tratamiento
4

brasinolida
0,3 mglL!

Tratamiento
5

brasinolida
0,6 mgL?

Tratamiento
6

brasinolida
0,9 mgL?
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Control

Resultados obtenidos con el tratamiento @ mgL!BAP y MSV)
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ANEXO D: FOTOS DE MULTIPLICACION

Procedimiento realizado para multiplicar el materid vegetal

Tratamiento 1

BAP 2 mg L

ANA 0,5 mg
L-l

Tratamiento 2

BAP 2 mg Lt

ANA 1,5 mg
L-l




Tratamiento 3

BAP 3 mg Lt

ANA 0,5 mg
L-l
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Tratamiento 4

BAP 3 mg Lt

ANA 1,5 mg
L-l

Tratamiento 5

BAP 2 mg Lt

AIB0,5mg L
1

Tratamiento 6

BAP 2 mg L

AIB 1,5 mg L
1




Tratamiento 7

BAP 3 mg L

AIB0,5mg L
1

Tratamiento 8

BAP 3 mg L

AlB 1,5 mg L
1

Control

ANA)
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ANEXO E: Teoria estadistica

Prueba de Krustal Wallis

La prueba de Krustal Wallis nos permite sabershigodtesis se pueden aceptar
o0 rechazar, esto quiere decir si las diferenciasedns tratamientos indican
variaciones idénticas respecto de las poblacioredad que salieron. Las

variables deben ser continuas y estar medidascataesdinal.

Seann,,N.....n los tamafios de cada uno de los tratamientos ytotad Se

van a ordenar de mayor a menor las n para el cattallestadistico de prueba y
de van a asignar rangos desde 1 hasta n. despeétodee va a obtener la suma
de los rangos, jres el rango promedio. Si la hipotesis nula edaieel rango
promedio va a ser aproximadamente igual para tost&mientos; cuando dichos

promedios sean muy diferentes es un indicio deHjyes falsa.

El estadistico de prueba es:

12 in_

H =
n(n+1) j=1 nj

3(n+1)

Si H,es cierta y los tamafios muestrales son mayores gi¢se distribuye

aproximadamente como chi-cuadrado donlgrados de libertad. Se aproxima

mas cuanto mayor es el nimero de muestras y efitadelas mismas.

Cuando hay cuando varias observaciones de la nagiealistintas muestras son
iguales y todas tienen un rango igual, es necesfridir el valor deH por el

siguiente factor de correccion:

>(te-t)

-

3

n—n
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En esta expresiog es el nimero de rangos que se repiténes el numero de

veces que se repite el rango i-ésimo. El efectdaddbr de correccion es elevar

ligeramente el valor déi

Prueba de Chi cuadrado

La prueba de Chi cuadrado se utiliza con datos bfesden una escala nominal.
Se usa con el fin de evaluar la aseveracion gablese que todas las k muestras
independientes vienen de poblaciones que presdatamsma proporcion de
algin elemento. Entonces$i,muestra que todas las proporciones de la

poblacion son iguales YH, no todas las proporciones de la poblacion son

iguales, y de acuerdo con esto, las hipotesis si@s 0 no.

Para esto se colocan los datos en una tabla desfreias. Para cada intervalo de
valores se indica la frecuencia absoluta obsermaellaupirica(Oi ) Suponiendo
que la hipotesis nula es cierta, se va a calcuaa pada valor la frecuencia
absolutaE, = n. pi, donden es el tamafio de la muestrgpy la probabilidad del
i-esimo valor o intervalo de valores segun la epi&t nula). El estadistico de

prueba se basa en las diferencias ent(é)il)iy Ei y se define como:

X = Zf.l—(o‘ _EIT:)

Se observa el estadistico con una distribucionc@adrado con k-1 grados de

libertad sin tiene todas las frecuencias esperadas mayores. @rel& practica

se tolera un maximo del 20% de frecuencias infesiar5.

Al existir Si existe relacion perfecta entre lagcfiencias observadas y las
esperadas el estadistico tomara un valor igual miéntras que, si existe una
diferencia entre estas frecuencias el estadistica tener un valor grande vy, la

hipotesis nula se rechazara.



