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l. INTRODUCCION

La busqueda por una seguridad alimentaria soseéeniid creado
interrogantes en la multiplicacion y cultivo de Ipgncipales pilares
alimenticios del mundo. En América del Sur los gmaronstituyen la
base fundamental de la alimentacion y economiaotamente del sector
rural sino también del urbano. Es por ello queasenhasificado el estudio
de todo tipo de parametros de crecimiento y coas&m de estos
alimentos. Lamentablemente son muy escasos los cicoilentos

cientificos que permitan poseer un estandar figiod en algunas
especies nativas, tales como el chocho, la quinual yamaranto

(Velasquez, 1993).

Estudios internacionales en materia de conservdméndemostrado que
la utilizaciéon de diferentes dosis de hormonas mtgsosn vitro es la
clave para mantener con éxito un cultivo asegurarattemas, su

regeneracion y viabilidad genética.

En el Ecuador, la informacién acerca de la regeitmay conservacion
controlada dd_upinus mutabilis (chocho) es muy escasa, la mayoria de
investigaciones acerca de este cultivo se dirigemlel tema fitosanitario
mMAas no a la aplicacién de técnicas fisioldgicasitro para la obtenciéon
de semillas hibridas. La necesidad de estableciwestigar dichos
procesos deriva en la necesidad de todo investigaddcola para

asegurar el futuro alimenticio de América Latinal ynundo.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo General
» Desarrollar protocolom vitro para la regeneracion y conservacion mediante

la técnica de crecimiento minimo demutabilis (chocho andino).

1.1.2 Objetivos Especificos

* Desarrollar un protocolo de introduccion, multipkgdn y enraizamiento a
partir de brotes axilares de chocho colectadosaspo.

» Estudiar el comportamiento de brotes ldemutabilis en cinco filiales de
multiplicacion y la fase de enraizamiento para oéte regenerantes
completos.

» [Establecer un protocolo de conservacion para l#icexEon de nitrato de
plata, acido abscisico y cloruro de (2-cloroetihetil amonio.

* Obtener semilla artificial dé. mutabilis utilizando brotes axilares de las

plantulasin vitro como un método alternativo de conservacion.

Difundir la tecnologia generada mediante bolettmico.
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Il REVISION DE LITERATURA

2.1 GENERALIDADES

2.1.1 Origen

Lupinus mutabilis es una leguminosa anual, de la cual se utilizgaio
en la alimentacion. Conocido como chocho en elendetPert y Ecuador,

tarwi en el centro y tauri en el sur del Peru yiBal(Torres, 1976).

El chocho presenta gran variabilidad morfologicadg adaptacion
ecoldgica en los Andes, por lo cual se ha sugesidees subespecies

(Gross, 1982):

. Lupinus mutabilis, chocho (norte de Perd y Ecuador), de mayor
ramificacion, muy tardio, mayor pilosidad en hojgstallos,
algunos ecotipos se comportan como bianuales,atiles a la
antracnosis.

. Lupinus mutabilis, tarwi (centro y sur de Peru), de escasa
ramificacion, medianamente tardio, algo tolerarleantracnosis.

. Lupinus mutabilis, tauri (altiplano de Per( y Bolivia), de menor
tamano (1-1,40 m) con un tallo principal desard@lamuy precoz,

susceptible a la antracnosis.
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Segun Mc Bride (1957), en los Andes se puedenetiitegar 83 especies
del género Lupinus. El tarwi se debe haber originpbbablemente de

una mutacion espontanea de una o varias especies.

Gade (1969) supone que el cultivo del chocho npdaido competir con

otras leguminosas introducidas como el haba y \e@jar lo que ha

motivado la declinacion en el area cultivada.

2.1.2. Taxonomia

2.1.2.1Descripcion botanica

El lupino perteneciente a la familia de las fabacgmpilionaceas), esta

representado por mas de 300 especies.

La hoja de Lupinus es de forma digitada, generaienenmpuesta por
ocho foliolos que varian entre ovalados a lancesla&n la base del
peciolo existen pequefias hojas estipulares, muawes rudimentarias.
Se diferencia de otras especies de Lupinus enaguledjas tienen menos
vellosidades. El color puede variar de amarillodeso a verde oscuro,

dependiendo del contenido de antocianina (Gros2)19

Segun el tipo de ramificacién que presente la plaptiede tener hasta
tres floraciones sucesivas. La coloracion de laviloia entre el inicio de

su formacion hasta la maduracién de un azul clastehuno muy intenso
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y de alli se origina su hombre cientifico, mutahiks decir que cambia.
Los colores mas comunes son los tonos azul e mghispura y los
menos frecuentes los colores blanco, crema, rogadmarillo (Tapia,

1994).

Las semillas de chocho estan incluidas en numetabla en una vaina
de 5 a 12 cm, varian su forma (redonda, ovaladasaauadrangular),
miden entre 0,5 a 1,5 cm. Un kilogramo tiene 35@DA0 semillas. La
variacion en tamafo depende tanto de las condiiokee crecimiento
como del ecotipo o variedad. La semilla esta restdipor un tegumento
endurecido que puede constituir hasta el 10% ds& pstal. Los colores
del grano incluyen blanco, amarillo, gris, ocrerdoa castaifio, marrén 0
colores combinados como marmoleado, media luna gegalpicado

(Blanco, 1980).

La altura de la planta esta determinada por gbmeipal que varia entre
0,5 a 2,00 m. El tallo de chocho es generalmentg lgfioso y se puede
utilizar como combustible. Su alto contenido dedil celulosa, hace que
se lo emplee como material de combustion, sin egobpodria permitir
un proceso de industrializacion. El color del tatlscila entre verde
oscuro y castafo. En las especies silvestres ige morado oscuro. El
namero de ramas varia desde unas pocas hasta &8 fahmumero de
vainas y de ramas fructiferas tiene correlacionitipascon una alta

produccion (Ticona, 1975).
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Como leguminosa, el chocho tiene una raiz pivoteigierosa y profunda

que puede extenderse hasta 3 metros de profundidad.

En la raiz se desarrolla un proceso de simbiosisecterias nitrificantes
que forman nodulos de variados tamafios (1 a 3 emn)]ocalizan
principalmente en la raiz primaria, por encima de ramificacion

radicular, e incluso en las raices secundarias (MeB1957).

2.1.3. Valor Nutritivo

Las semillas son excepcionalmente nutritivas. Lestefnas y aceites
constituyen mas de la mitad de su peso, estuditigados en mas de 300
diferentes genotipos muestran que la proteina dariél- 51% y el aceite

de 14-24% (Grosgt al, 1988) (Cuadro 2.1).

En base a analisis bromatolégico, la semilla pesepromedio 35.5% de
proteina, 16.9% de aceites, 7.65% de fibra cruda}586 de cenizas y
35.77% de carbohidratos, encontrando correlaci&itipa entre proteina

y alcaloides, mientras que es negativa entre prateaceite.
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Cuadro 2.1.Composicion de acidos grasos totales del chocho (%

ACIDOS %

Oléico (Omega 9) 40,4
Linoleico (Omega 6) 37,1
Linolénico (Omega 3) 2,9
Palmitico 13,4
Palmitoleico 0,2
Estearico 5,7
Miristico 0,6
Araquidico 0,2
Behénico 0,2
Erusico 0
Cociente Polisat/Satur 2

Fuente: Gross, 1988

2.1.4. Condiciones de Cultivo: Clima y Suelos

Se cultiva en las zonas templadas y frias del lahip, en valles
interandinos de 2.000-3.850 m. En cuanto a la pitacion pluvial, sus
requerimientos se sittan en 350-850 mm, siendo ivadi

exclusivamente en condiciones de secano. Es siudeept exceso de
humedad y moderadamente susceptible a la sequaatdua floracion y
envainado. No tolera las heladas en las faseslegcly en la formacion
de vainas, aunque algunos ecotipos cultivados éitiplano y a orillas

del Lago Titicaca tienen mayor resistencia al (fMuwjica, 1994).
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Los suelos que requiere deben ser francos y frarmmesos con balance
adecuado de nutrientes y buen drenaje, asi conpbluque oscila entre 5
y 7. En suelos acidos, la fijacion de nitrogeno g@ldrhizobium lupini es

muy escasa, debiendo utilizarse en lo posible ceptigas de cada zona

de cultivo.

El cultivo se mantiene en forma tradicional en ®ali Pert y Ecuador en
los valles interandinos, aunque en la actualidadhae efectuado
introducciones en Venezuela, Colombia, Chile, Atgen México y

paises de Europa con buenos resultados (Tapia).1994

2.1.5. Aspectos Agrotécnicos

La practica tradicional de cultivo consiste en semnbon laboreo minimo
sobre todo en suelos delgados y zonas altas. Lsidd&hde siembra
Optima a 0.70 m entre surcos, 0.30 m entre golpagsysemillas por
golpe, usando 80 kg/ha de semilla (Mujica, 1994¢leccionada y
desinfectada contr&. acutatum que produce antracnosis en la planta

(Talhinhaset al, 2002).

Las labores culturales se limitan a una escardsskiidrbe (Mujica 1977).
La técnica de cultivo mejorada consiste en sendnasuelo previamente
preparado y fertilizado con la formula NPK 0-60-0-80-60, de acuerdo
a la fertilidad del suelo. Se ha determinado aplascipales plagas que

afectan al cultivo. Las mas importantes: masticaslode follaje y
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barrenadores de talldC@pitarsia turbata y Agromyza sp.) y picadores
chupadores Hrankliniella tubeross y Myzus sp.). Respecto a
enfermedades: Antracnosi€d|letotrichun acutatum) (Talhinhaset al,
2002), roya romyces lupini) y fusariosis [Fusarium oxisporium). La
escarda se realiza en la fase de ramificacion,raando al gorgojo
barrenador Apiun sp.). La cosecha se realiza cuando las plantas han
alcanzado la madurez plena. Se separan los grantzs\éina mediante

golpes con palos curvos o pisoteo del ganado.

2.1.6. Rendimiento

Los rendimientos del chocho alcanzan 3500-5000skg@fiiando el cultivo
es conducido en forma adecuada y se le proporciodas sus
requerimientos en forma oportuna. También tienermdal la produccion
de alcaloides para uso como biocidas o repelergetasl principales

plagas que afectan los cultivos de la zona andiigi¢a, 2004).

2.1.7. Usos del Chocho

Este vegetal da lugar a infinidad de preparacicameda gastronomia,
como por ejemplo: ceviche de chocho, crema de chotdrtilla de

chocho, entre otros (Zapata, 2006).
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Los alcaloides (esparteina, lupinina, lupanidin@) se emplean para
controlar ectoparasitos y parasitos intestinalesodeanimales (Luglio,

1980).

En estado de floracion, la planta se incorpora &el@a como abono

verde, con buenos resultados mejorando la cantidadateria organica,

estructura y retencion de humedad del suelo (BetB&PR).

2.1.8._CultivosIN VITRO

Las aplicaciones mas importantes del cultivo dedsjvegetalesn vitro
en agricultura se orientan a la propagacion, ataamrento y a la mejora

genética (Garcia, 1991).

Ball fue el pionero de la multiplicacion vegetatiia vitro o
micropropagacion ya que en 1946, obtuvo el dedaritolitro de plantas
enteras a partir de meristemos apicales de vasthigb®paeolum majus

y deLupinus albus L. Esta linea requiere que el material a cultesté
aséptico (esterilizado) y que se cultive en un metlitritivo estéril,
constituido principalmente por sales minerales dacronutrientes y
micronutrientes, vitaminas, hormonas (citoquininggo auxinas
principalmente), azlcar (sacarosa y/o glucosa eotras), etc. Los
medios nutritivos pueden permanecer en estadalbquisolidificarse con
agar en base al tipo de cultiviosvitro. El medio ya sembrado se deposita

en cadmara de incubacion o germinadora, equipafiEctes ambientales
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controlados (luz, temperatura, humedad relativaptimizados para cada

tipo de cultivo (Inciarte, 2001).

La propagacion vegetativa vitro o clonacion puede ser una alternativa
econdmicamente rentable, frente a los métodos digphuacion clasicos
(el sexual y el asexual). La micropropagacion nasle clones puede
obtenerse via organogénesis directa, es decirrta da meristemo o
yema aislada de un vastago. Esta via aporta edtabilgenética o
ausencia de mutaciones, y también plantas libresrds (saneamiento),
mediante el cultivo de apices meristematicos déagas La via indirecta

o callo, consiste en regenerar plantas a partoétidas desorganizadas y
diferenciadas. Sin embargo, la via "callo” se zdilpara obtener variantes

somaclonales y mutantes, entre otros (Gauthergg)19

2.1.8.1 Morfogénesis en el meristemo apical

Las pruebas para cultivar apices y meristemas daislale diferentes
angiospermas datan del siglo pasado. En 1893 Rgmhimentd crecer en
arena, con y sin nutrientes adheridos, yemas aislddPopulus nigra y
Fraxinus ornus L.; se observo formaciéon de callos basales y igad
expansion de las partes superficiales, aunque o liesarrollo del

sistema radicular (Barlass, 1978).

Posteriormente, Robbins (1922) hizo los primerdsnitos para cultivar

apices aislados en un medio artificial \itro).
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Ball (1960) probo el cultivo de meristemas apicales.upinus albus L.
en un medio que contenia aminoacidos, leche de éoaio giberélico y
vitaminas, observando soOlo una pequefa elonga@bmedristemo. Al
repetir el experimento, dejo algunos primordiohdg@ a los meristemos

y obtuvo plantas completas.

Shabdé y Murashige (1977) demostraron la deperaledei fuentes
hormonales de los meristemos apicales de clavlbgs subyacentes y
tejidos en tallo. Esto se debe a que cuando seulmoel demo

meristematico en ausencia de primordios de hojaareidas se deben

incluir auxinas y citoquininas exégenas en el medio

Como se sabe, un balance adecuado de auxinasquinitasin vitro

induce la formacion de yemas y/o raices, dependidrda concentraciéon
de ambas y de la especie en que esté actuandoglamngplica que las
hojas jovenes son capaces de producir las auxieessarias para el
desarrollo adicional de la raiz y que cuando madusintetizan

citoquininas que promueven la formacion de brotassean primordios y
hojas o yemas laterales (la principal fuente deqaiininas son las raices)

(Wetmore, 1954).

Cabe recordar que la relacion auxina — citoquinina vitro es
indispensable para la morfogénesis de los merigembas

investigaciones actuales se centran en encont@mnieentracion optima,
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tanto de auxina como de citoquinina, tomando emteukas variaciones

de respuesta inter especifica que presentan letateg (Morel, 1949).

2.1.8.2 Multiplicacibn masiva de veqgetales

La facilidad de usar la técnica de cultivo de tgidsegetales para la
multiplicacion masiva produce material vegetalitro por la iniciacion

de brotes adventicios, bulbos, tubérculos, embsioagexuales o por
crecimiento de brotes de yemas axilares y prodonatiasiva de plantulas

a partir de meristemos (Hurtado, 1994).

Los propagadores comerciales ya tienen estandariehdnétodo de
mantenimiento de un lote comercial de material madvitro, en donde,
a demas de tener la ventaja de mantener este ahaserconsidera el gran
namero que se puede mantener en un espacio redwodo las
condiciones ambientales requeridas y la calidaanydad deseables. Esto
es debido al potencial morfogenético que tienenniesistemos y otros

tejidos de la planta en la produccion de brotesifide 1994).

2.1.8.3Recuperacion de plantas libres de patégenos

Muchos cultivos comerciales vegetales, particulateelos que son
propagados vegetativamente, contiene virus sistéios cuales afectan

su funcionamiento o abaten su rendimiento. Pootaartes de librarse
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comercialmente es deseable producir plantas lideegirus, que pueden

ser clonalmente multiplicadas (Hurtado, 1994).

En muchas especies lo anterior puede lograrseratamientos con calor
de varios organogn vitro, o de plantas compuestas, asi como con

aplicacion de productos quimicos (Garcia, 1991).

Actualmente la alternativa de mas éxito es el \oultle meristemas
apicales, frecuentemente combinado con quimioteragion tratamientos
de calor. Cuando estos métodos son usados, lagaplao solo son
liberadas del virus, sino también de hongos y opa®genos (Barlass,

1978).

2.1.9. Medios de Cultivo y Hormonas Utilizadasn Cultivos

IN VITRO

Es importante sefalar que el medio de cultivo e$aator esencial, ya
que en él juegan un papel vital los requerimienigricionales,
hormonales y ambientales, especificos de la espgue se esté
cultivando; éstos deben de ser semejantes a lossquéienen en

condiciones naturales (Merino, 1994).
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icion de medios de cultivo para células \&get

Componentes

Caracteristicas y ejemplos

Agua destilada

Representa el 95% del medio nidxien

Fuente de carbono

carbono se necesita porque los explantos no
completamente autétrofos, y no pueden cubrir
necesidades con la fotosintesis que pueden re
invitro.

Generalmente se usa sacarosa. La fuente

D

de
son
sus
alizar

Sustancias inorganicas

Macroelementos (N, P, K, Ca, Mg, S)
microelementos (Fe, Co, Zn, Ni, B, Al, Mn, M
Cu, 1), en una proporcion adecuada segun la p
elegida.

0,

anta

Vitaminas

Vitaminas B1, B2, B6, vitamina H, vitamina
acido fdlico, acido nicotinico, entre otras.

Hormonas
crecimiento

y  reguladores

Auxinas: promueven la elongacion celular,
formacion de callos y raices adventicias, inhilze
formacion de brotes axilares adventicios y
eyeces, inhiben la embriogénesis.

Citoquininas: promueven la division celul;
regulan el crecimiento y el desarrollo de los tsgi
vegetales.

Otras: giberelinas, acido abscisico, etileno.

Mezclas de sustancias poco definida

1S Extractedmdura, extractos vegetales.

Materiales inertes

Se usan como soporte: agar, agarosa,
polisacéaridos, lana de vidrio, papel de filtro,rexe

Dtros

Fuente: Biotecnologia, UNQ 2006.

2.1.9.1.Acido Giberélico (AGs) utilizado en la

germinacion de cultivos vitro

El &cido giberélico o giberelina A3, AG, y A@s una fitohormona que se

la encuentra en plantas. Su formula quimica e$l&0s Cuando es

purificada, es un polvo cristalino blanco a palamarillo, soluble en

etanol y algo soluble en agua (Barcello, 1995).
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Este acido estimula a las células de las semikkasiigantes a producir
moléculas de ARN mensajero (ARNm) que codifican &wimas
hidroliticas. Es una hormona potente cuya presemaiaral en plantas
controla su desarrollo. Sabiéndose de su poder latego, las
aplicaciones de muy bajas concentraciones puedeltaeen profundos
efectos, mientras que muy altas pueden dar elcefgmiesto. Se lo usa

generalmente en concentraciones de 0,01 a 10 rGgiicia, 1991).

Las giberelinas tienen un numero de efectos sdbdesarrollo vegetal
que son las siguientes: estimulan rapido crecimiel® tallos, inducen
divisiones mitéticas en las hojas de algunas especincrementan la tasa

de germinacion de semillas (Bonner, 1933).

El AG se usa a veces en laboratorio y en invermagara acelerar la
germinacion de semillas que de otro modo permaisten dormancia.
Es muy usado en la industria de las vides com@tmbna inductora de

la produccién de mas largos sarmientos (Barce@ie51

2.1.9.2.Bencil amino purina (BAP) utilizado en la

regeneracion de cultivas vitro

Los reguladores del crecimiento son muy empleadas eultivoin vitro,
ya que sus efectos favorecen en gran medida ehvsesto y desarrollo

de las plantas (Quemada, 2006).
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La hormona bencil amino purina es una citoquinine sg sintetiza en los
meristemos apicales de las raices, aunque tambi@roslucen en los

tejidos embrionarios y en las frutas (Bonner, 1933)

El transporte en la planta es por via acropétasdgel el apice de la raiz
hasta los tallos, moviéndose a través de la sawialos vasos

correspondientes al xilema (Harzie, 1998).

Esta hormona cumple con las siguientes funciorsgnelar la division

celular y el crecimiento de la planta, inhibir etsdrrollo de raices
laterales, romper la latencia de las yemas axilarda vez promueve la
organogénesis en los callos celulares, retrasa daessencia 0
envejecimiento de los 6rganos vegetales, promug\expansion celular

en cotiledones y hojas y el desarrollo de los @lastos (Jordan, 2007).

2.1.9.3.Acido naftalenacético (ANA) utilizado en el

enraizamiento de cultivos vitro

El 4&cido naftalenacético es un acido carboxilicavddo de naftaleno. A
temperatura ambiente se presenta como un olor &utldo blanco

(Devlin, 1975).

Es un regulador del crecimiento vegetal utilizadoderersos cultivos en
la agricultura, es una auxina utilizada en el ealcelular de los tejidos

vegetales (Garcia, 1991).
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Cumple con las siguientes funciones: promueve sidn celular en el
cambium vascular y diferenciacion del xilema seamag aumenta el
crecimiento de los tallos, estimula la formacion rdé&ces adventicias,
promueve la sintesis de etileno (influye en loxesos de maduracion de
los frutos), inhibe la abscision o caida de lososu (Jordan y Casaretto,

2007).

2.1.9.4.Acido indolacético (IAA) utilizado en el

enraizamiento de cultivas vitro

El acido indolacético es un acido que actua a rdeelos apices, en los

que hay tejido meristematico, el cual es indifergha (Sivori, 1980).

Las funciones de este acido son las siguientetiirgl desarrollo de las
yemas axiales dando origen a un fendémeno que seceonomo

dominancia apical, provocar el desarrollo de ralgesales y adventicias,
promover el fototropismo positivo y estimular ekdeollo de los frutos.
La influencia de éste en las yemas depende del@adgucrecimiento de
la rama ya que la distribucién de esta hormonaeptassentido basipeto

(desde el apice hacia abajo) (Barcello, 1995).

La planta ha desarrollado 4 procedimientos paralaegle forma precisa

el nivel de IAA para que produzca un determinafeate fisiologico.
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Los procesos son: Biosintesigansporte CatabolismoConjugacion. La
interaccion entre estos 4 procesos es la que detereh nivel de este
acido en los tejidos, a esto se le denomina Horagiestdel IAA

(regulacién de niveles hormonales) (Bidwell, 1993).

2.1.9.5Acido abscisico (ABA) utilizado en la

conservacion de cultivan vitro

El ABA en su papel de regulador esencial del cremito de las plantas,
se ve influenciado adicionalmente por su interatc@dn auxinas,
citoquininas y giberelinas, la hormona se encuesnréodas las especies
tanto monocotiledoneas como dicotiledoneas, tambiéén hongos
fitopatogenos, algas verdes, cianobacterias ynakjumusgos (Zacarias
y Lafuente, 2000), sintetizandose en bajas cardgglamh casi todas las
células que contienen cloroplastos o amiloplaséws,especial tejidos
vasculares no sometidos a estrés, semillas, ovayiosfrutos,
distribuyéndose en todos 6rganos vy tejidos vege(dierdan y Casaretto,

2007).

Al igual que otras hormonas, las respuestas a ABpedden de la
concentracion en el tejido y la sensibilidad delidee a Ila

hormona. De este modo la biosintesis y concentmad@0ABA fluctlia en
forma importante en tejidos especificos en repuastambios en las

condiciones medioambientales, sin embargo procdsogegradacion,
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compartimentalizacion, conjugacion y transportebiém son factores

que regulan su concertacion (Taiz y Zeiger, 2006).

El ABA es transportado por via floema, xilema atésoy raices, también
a las células de parénquima fuera de las haceslasss, aumentando su
concentracion en condiciones de estrés en estass, via

la magnitud de este cambio depende de las esg{@aiesy Zeiger, 2006).

Los efectos fisiologicos del ABA son: la induccide latencia en yemas y
semillas, inhibe la produccion de proteinas indai@dr las giberelinas en
las semillas, induce la senescencia y abscisionha@as, inhibe el

crecimiento de los tallos, la elongacion celulavgairece la maduracion de
semillas, reduce la transpiracion, participa erfolanacion de frutos,

realiza una detencion del crecimiento activo deadog, participa en la
tolerancia que tienen algunas plantas a condicidaesstrés y realiza un

control de la apertura estoméatica (Quemada, 2006).

Los efectosin vitro del ABA son: Esencial para la maduracién y
crecimiento normal de embriones sométicos y criseoracion de
organos y semillas con bajo contenido hidrico. Enar contenido
hidrico disminuye la posibilidad de formar hielcecafecta negativamente
la viabilidad de estructuras, por tanto, la comseidn a bajas

temperaturas es posible (Sondheimer y Galson, 1966)
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2.1.9.6 Nitrato de plata utilizado en la conservacion de

cultivosn vitro

El nitrato de plata es una sal inorganica (AgN(B3jte compuesto es
utilizado para detectar la presencia de cloruroteas soluciones. Cuando
esta diluido en agua, reacciona con el cobre fodmaitrato de cobre, se

filtra y lo que queda en el filtro es plata (Sua200).

En la farmacopea de numerosos paises el nitragade, junto con la
propia plata, se utiliza como antiséptico y desitaiste aplicado por via
topica. También se utiliza como cauterizante endreagias superficiales
o para refrescar Ulceras encallecidas. Se utilizaeitequimica para tefir

el reticulo endoplasmatico rugoso (Garcia, 1999).

El nitrato de plata ha sido identificado como umcéfo inhibidor de
etileno y ha logrado prolongar la conservadidritro de yuca fanihot

esculenta) por 18 meses (Mafle al, 2000).

También ha sido utilizado en propagacionvitro de Rosa damascena
var. Jwala mediante la induccion directa de lasagempartir de explantes

de hojasn vitro (Escalettes y Dosba, 1993).
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2.1.9.7 Cloruro de (2-cloroetil) trimetil amonio utilizado

en la conservacion de cultivas vitro

Durante las dos dltimas décadas un gran numeromeuestos han sido
sintetizados en laboratorio con el efecto de crexito lento de anti-

giberelinas (Lockhart, 1962).

Los compuestos de anti-giberelinas son llamadospassiel efecto de
minimo crecimiento en plantas, generalmente somo@dos como
retardantes de crecimiento. Numerosos estudios nmasstran que la
actividad inhibitoria influye en el crecimiento aedlado de la planta que
puede ser contrarrestado con la aplicacion de agitwkrélico (GA). Por
ejemplo (Lockharet al, 1962) demostré que la influencia inhibitoria de
CCC y Phosfon D en el alargamiento del tallo efjofr puede ser
completamente contrarrestado por GA3. En otro éstyfendeet al,
1963), encontré que AMO y CCC inhiben GA3 proddncde cultivos
de Gibberella pero no afecta en ninguna otra maghererecimiento del
hongo. Desde este y muchos otros estudios se gengue el AMO,
CCC y Phosfon D retardan el crecimiento de lastptamhibiendo la

biosintesis de GA.

Algunos argumentan que estos retardantes de cestionproducen sus
efectos por interferencia con la accién de GA gyaidude alguna manera
bloquear su biosintesis. Sin embargo, se puede mpia en tejidos

vegetales donde la respuesta a GA depende complet@ en un
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exdégeno suplemento de la hormona, incluso las duosisivas de los

retardadores tienen poco o ningun efecto (Langd197

Un trabajo realizado por Dr. Charles West y susgad de la Universidad
de California fue sefialado como el actual siticadeion inhibitoria por
AMO, CCC y Phosfon D. Parece que los tres retaesgabloquen la
conversion de pirofosfato de Geranylgeraniol afpsfato de copalyl; al
hacerlo ellos inhiben la sintesis de Kaurene ysotmmpuestos que son
derivados de este compuesto. Phosfon D es menesifespen la accion
inhibitoria que AMO y CCC en el cual también sedpiea la conversion

de pirofosfato de copalyl a kaurene (Kende, 1963).

2.1.10. Semilla Artificial

Muchas especies de plantas tienen la capacidadmderwvar en su estado
de semilla un poder vital por largo tiempo si lasdiciones no son
favorables para desarrollarse, pudiendo llegarravemte afios o0 mas

(Mufioz, 2006).

Llegando a obtener de ellas varios beneficios, besn usandolas como
alimento o como tejidos entre otros muchos usos Bristen muchas
especies vegetales que no presentan ciertas aedidpara su
explotacion, ya sea porque sus semillas no sosteests 0 porque no se

desarrollan en determinadas condiciones (Gonz20£4).
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Gracias a estos inconvenientes se han desarrotiatmos que permitan
modificar algunas de estas cualidades, como ponpdgela creacion de
semillas artificiales o embriogénesis somatica, leofinalidad de crear
semillas de plantas, mejoradas y con caractergstigaopiadas segun

interese (Gonzalez, 2004).

La semilla artificial es una estructura vegetal diene un origen
normalmente asexual y que es obtenidaitro a partir de cultivo de
tejidos intentando imitar una semilla natural. Estiormada por tejido
meristematico totipotente con la capacidad de mioduna planta
completa o por brotes originados por cultivos deisteanos, una cubierta

y endosperma artificiales en el caso de tenerlast{®, 1998).

Los embriones somaticos pasan por los mismos estaddoldgicos de
desarrollo que un embridn cigético que son losisiges: proembridn

globular, trapezoidal, embrién cordiforme y torpéBarcello, 1995).

El desarrollo de semillas artificiales se lo realfzara la produccion de
plantas que sean genéticas y morfolégicamenteagumla especie de la
gue derivan ya que interesa conservar individugeupos de plantas que
tengan un cierto valor. En la agricultura seriardecha utilidad el cultivo
de plantas con una produccién y calidad apropiada$, como la
posibilidad de obtener semillas resistentes y daresdde plantas que de

otra manera no se podrian cultivar (Fuji, 1987).
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En el laboratorio los embriones obtenidos son ligagy muy pequenos,
siendo incapaces de soportar las condiciones nrablieatales y las
técnicas de manejo a las que tendrian que sometaraesu desarrollo.
Por esto es necesario proteger su viabilidad, tdman cuenta los

siguientes métodos de produccidon de semillas:

1- Fabricando un sistema hidratado mediante unapsaotacion en

hidrogeles (Radenbaugh, 1986).

2- Utilizando un sistema de desecacion de los emesi (Kitto y

Janick, 1985).

El segundo método se asemeja mas a las semillaslest este sistema
elimina los problemas causados por los hidrogalesoda deshidratacion
de los mismos, la germinacion prematura del embgorl rapido

deterioro de éste (Kitto y Janick, 1985).
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1. MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION DEL LUGAR DE INVESTIGACION

3.1.1. Ubicacién Politica

El proyecto se realiz6 en el Laboratorio de ConBablogico de la
Carrera de Ciencias Agropecuarias-IASA Area dei@ulde Tejidos de
la Escuela Politécnica del Ejército ESPE, Republisl Ecuador,
Provincia de Pichincha, Cantén Rumifiahui, Parro@sa Fernando, en
la Hacienda “El Prado”. Las condiciones de temjpesase encuentran

entre 20-28C y humedad relativa entre 43 y 60%.

La recoleccién de muestras se realiz6 en la Priavilee Cotopaxi, Cantén
Latacunga, Parroquia Alaquez, en el Instituto TEgioo Agropecuario
Simon Rodriguez, de plantas de chocho S1 desalasllipor Ing. César

Falconi.

3.1.2. Ubicacion Geografica

La Hacienda “El Prado” se encuentra en una posigeografica de

78°24°44”" (O) y 0° 23" 20" (S) y a una altitud2dd8 m.s.n.m.
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El Instituto Tecnoldgico Agropecuario Simon Rodegise encuentra en
una posicion geografica de 00° 02.628" (N) y 788@8 (O) y a una

altitud de 2859 m.s.n.m.

3.1.3. Ubicaciéon Ecoldgica

El laboratorio de Control Biologico, se encuenttécado en la zona de
vida: Bosque humedo pre-montano, Altitud: 2748 mns., Temperatura
minima: 8,08C, Temperatura maxima: 2008 Temperatura promedio:
16, 38C, Precipitacion: 1200mm/afio, Vegetacion: Bosquinagmio

andino (Arboles, arbusto y pastos).

3.2. MATERIALES

Los materiales que se utilizaron para la desindfecae muestras de
chocho fueron: jabdn liquido, yodo (povidin), beeJaagua destilada

estéril, frascos de 1 litro, soluciones nutritiiasdas ziploc.

Para la fase de cultivia vitro, conservacion y semilla artificial se utilizo:
tubos de ensayo, cajas petri, envases plastico$ bieo, soluciones
nutritivas, hormonas de crecimiento, inhibidorescdecimiento, alginato
de sodio, cloruro de calcio, material vegetal, fdana mascarillas,

guantes quirargicos, papel periddico, papel toalaphol antiséptico,
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alcohol industrial, papel aluminio, reglas de pagaminio graduadas de

lcm.

En la fase de campo se utilizaron macetas plastinagerial vegetal y

sustrato (fibra de coco).

Los equipos que se utilizaron fueron: Esterilizadoimcubadora, auto
clave, pH-metro, balanza analitica, agitador - rdaldor, refrigeradora,

camara de flujo laminar, cuarto de crecimiento, a@nae fotos.

Las herramientas que se utilizaron fueron: pinzedmicas, mecheros,

probetas, pipetas, goteros, vasos de precipitadimetas, botellas

graduadas.

3.3.METODOS

En este proyecto se realizaron cuatro fases:

1.- Fase de introduccidn, multiplicacion, enraimmto in vitro con

adaptacion dentro de invernadero He mutabilis: Primeramente se

recolecto el material vegetal (100 plantas madres ciocho S1
desarrolladas por Ing. César Falconi del cultivé®0 ANDINO) ubicado
en el Instituto Tecnolégico Agropecuario Simon Rgdez. Se realizé un
proceso de desinfeccion, colocando los brotesrasilde chocho en una

solucion de agua destilada con 1 gr. de benlatel, &e yodo y 10 ml de
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jaboén liquido por 2 minutos agitandolos constant@meSe realizaron
dos lavados en agua destilada estéril por 5 minytdmalmente se
introdujeron los brotes axilares en fundas ziplon enedio nutritivo
(medio MS al 100%). Al momento de la introduccidn laboratorio se
procedio a utilizar el siguiente medio de multipt®n: solucion MS con
la mitad de sus macroelementos, Fe EDTA 5 ml.niitas MS normal,
con 30 gr. de sucrosa, 7 gr. de Agar y 0,1 ppmAle,jpH de 5,6 a 5,8.
Se realizaron evaluaciones a la segunda, cuarxtg semana tomando

en cuenta el tamafio y nimero de brotes de cad&plan

Al final de la sexta semana se eligieron 15 plamgas pasaron a un
medio de enraizamiento, con 25% de macroelementoS0% de
microelementos de la solucion MS, 100 ppm de Mmsitol, 1 ppm de
acido nicotinico, 0,1 ppm de piridoxina, 10 ppmtidenina HCI, 3 ppm
de AIA, 1 ppm de ANA, 30 gr. de sucrosa, 7 gr. @@y 1 gr. de carbén

activado. La solucién tuvo un pH de 5,7 a 5,8.

A los 62 dias se evaluaron las quince plantas zadas tomando en
cuenta el tamafio y namero de raices. Se pasar@tetas plasticas con
sustrato. Se evalud el tamafio de cada una y elmlteebrotes de cada

planta, luego de 82 dias.

2.- Comportamiento de brotes Hemutabilis en cinco filiales de

multiplicacién y enraizamientim vitro: En esta fase se utilizaron semillas

de tres grupos S1 de chocho desarrolladas por@égar Falconi: 5
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plantas tempranas, 5 plantas moderadamente tgrdigslantas tardias.
Las semillas fueron colectadas en el Instituto ©&gico Agropecuario
Simon Rodriguez. Las semillas se sembraron end#adyoy en un medio
de germinacion de 9 gr./I de agar y 250 ppm deoagilderélico diluidos
en 2 ml de etanol. Esta solucion tuvo un pH dea%@8. Luego de 8 dias
se realiz6 la siembra de las semillas germinadaselemedio de
multiplicacion antes mencionado. Se recogieraridsr de cada planta
hasta por cinco generaciones y se evaludé enraintoné cabo de 140
dias. También se evaluo el tamafio y numero despate determinar la

eficiencia de multiplicacion.

3.- Fase de conservacion utilizando diferentessdiis inhibidores de

crecimiento vegetalSe utilizaron tres inhibidores de crecimiento vabet
nitrato de plata (AgNe€), acido abscisico (ABA) y cloruro de (2-cloroetil)
trimetil amonio (CCC). Se introdujeron 38 brotedaes de chocho por
cada inhibidor de crecimiento. Se realizaron medies cada 8 dias hasta
los dos meses del tamafio de cada planta y se torodemta también el
namero de brotes. Posteriormente, se realiz6 lanergcion de estas
plantas utilizando el medio de multiplicacion memeido anteriormente
con sus respectivos explantes. Luego de un memsadn los datos de

tamafio y numero de brotes de cada plantula.

4 .- Obtencidon de semilla artificial de mutabilis utilizando brotes

axilares de plantulas vitro: Para esta fase se utilizaron 30 semillas S1 de

lupinus 1-450. Se realiz6 la siembra en el medio gminacion
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mencionado anteriormente. Luego de 8 dias se paedasar los
explantes al medio de multiplicacion. Después dalibé se realizo la
semilla artificial utilizando brotes laterales dg @m de largo de las
plantas S1 de lupinus ya multiplicadas. Se sumengien medio MS con
los siguientes porcentajes (100%, 50% y 25%) adésido alginato de

sodio al 1%.

Luego se mezcld la solucién antes mencionada briates de lupinus
sobre una caja petri; con una pipeta de 10 mlastatté a la solucion de
cloruro de calcio (1%) para la formacion termina th perla que

constituyo la semilla artificial. Luego de treimtanutos se realizaron tres
lavados a las perlas en agua destilada estéricgdeesobre un papel

filtro.

Posteriormente, se separaron los medios MS endasoncentraciones
antes mencionadas en distintas cajas petri pawcaotiez perlas por
cada caja, sellandolas con parafilm. Se mantuvaenfigrados hasta su

posterior utilizacion como semilla.

Luego de dos meses se realizo la regeneracidrsdemaillas artificiales,
el medio que se utiliz6 para este proceso fuec&muMS con la mitad de
sus macroelementos, Fe EDTA 5 ml., Acido nicotinibo ppm,

Piridoxina.HCL 0,5 ppm, Tiamina.HCL 5 ppm, Glici@gopm con 30 gr.
de sucrosa, 1000 ppm de mio inositol y 7 gr. derAgan un pH de 7 +

0,2. Ademas se adicioné 50 mg/l de Claforam contibiatico.
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3.3.1. Diseino experimental

3.3.1.1Factores a probar

FASE DE RECOLECCION

- 100 plantas madres de chocho S1 desarrolladasngo César Falconi

cultivar 1-450 ANDINO, ECU-8415y cruzas I-450 XH-8415

FASE DE REGENERACION

- Dosis de BAP en multiplicacion, ANA y AIA en efmamiento: Para esto
se utilizé 0,1 ppm de BAP en multiplicacion, 3 pdmAIA y 1 ppm de ANA

en enraizamiento.

FASE DE CONSERVACION

- Diferentes dosis de cada inhibidor de crecimiamgetal: Nitrato de plata,

ABAy CCC.

OBTENCION DE SEMILLA ARTIFICIAL

- En esta fase se probaron tres dosis diferentesede MS en los siguientes

porcentajes: 100, 50 y 25%.
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3.3.1.2Tratamientos a comparar

FASE DE CONSERVACION

- Dosis de nitrato de ple (A): 0 ppm (AQ), 5 ppm (Al), 5 ppm (A2) y 10

ppm (A3) (Mafla, 2000

- Dosis de acido abscis (B): 0 ppm (BO), 5 ppm (B1), 5 ppm (B2) y 10

ppm (B3) (Espinosa, 200

- Dosis de Cloruro de -cloroetil) trimetil amonio(C): 0 ppm (C0), 5 ppr

(C1), 75 ppm (C2) y 10 ppm (C3) (Salas, 20t

3.3.1.3Tipo de disefio

Para la &se de regeneracién se uti un analisis descriptivo usando

siguientes formulas (Pniewski, Kapusta y Femial®5):

Media Aritmética:

o_ X
=T

Donde:
X = Media aritmética de los brotes recientemente &olor

%.x = Suma de los brotes recientemente form
1 = Numero de brotes parente
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Desviacion estandar:
- |EKi:
S = n

S = Desviacién estandar de la poblacién

_ZXi’ = Suma de los cuadrados de los brotes recienterfemados
Il = NUumero de brotes parentales

Donde:

indice de multiplicacion:

Indice de Media geométrica de regenerantes nuevos de todos los pases

multiplicacion  \fedia geométrica de regenerantes parentales de todos los pases

Media Geométrica:

Donde:
Yo = Media geométrica
[T = Producto de los brotes recién formados o pademnta
M = Numero de pases
Para la fase de conservacion se utilizo el disgperanental Completamente
al azar con tres repeticiones en arreglo factg¢daBx3): cuatro dosis, tres

cultivares de chocho y tres inhibidores de creamae en el cual se

distribuyeron los diferentes tratamientos en lasnmais condiciones fisicas.

3.3.1.4Modelo Matematico

Se utiliz6 el siguiente modelo matematico:
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Yijk = u + Di + Vj + Ik + DVij + Dlik + Vljk + DVIi  jk + eijk
Donde:
Yijk = Variable aleatoria
u = Media general
Di = Efecto de la i — ésima dosis
Vj = Efecto de la j — ésimo cultivar
Ik = Efecto de la k — ésima inhibidor
DVij = Efecto de la interaccion Dosis x Cultivar
Dlik = Efecto de la interaccion Dosis x Inhibidor
Vijk = Efecto de la interaccion Cultivar x Inhibidor
DVIijk = Efecto de la interaccion Dosis x Cultivar x Inhibid

eijk = Error experimental

Se realizaron comparaciones ortogonales, efeatallicibico de Dosis y de

Inhibidores.

3.3.1.5Caracteristicas de las UE

La unidad experimental para la fase de conservasmoestablecié como
el tubo de ensayo con la muestra vegetal, el tardafitubo de ensayo

fue de 20 cm de largo y 2,5 cm de diametro.
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3.3.1.6.Croquis del disefio

V1AO (V2B3 |v2C0 |V3BO | V2ZA0|V2BO | VICO | v3BO | VICT | V3B3| V2A1| V3AT

V3B1|V1iB3 |V3A2 |Vv1A1 | V3C3 |VIC3 | V1A2|V3B3 |v2B1 | VIB2|V3C1 |V2B2

V2C0 | V2A2 [V3C2 |VIB1 | V3CO | V3A3 | V3B2| V3A2 [v3c2 [ V1AD | v3p1 | vaB1

VABO | v4c1 [V3CO |V3B2 |V2A2 |V2A0 |V3C1|V2B3 | v3A0 [V3C3 | V2A1| V1BO

V2B1 |y3a0 | V1A3 | VIC2 | viB1 | viB0 | V3A2 | VIA3|V1C2 |V1B2 | v3co | V1A2

V1A2|viB3 |V1CO | V2A0 |V2C3 |V1B2 [V2BO | V1C3 | V3C3 |\oa1 | V3BZ | V2C3

V3C1|V2C1 [V2BO | V2C1 | V1AD |V3A0 | V2B2 | V3A3 | V3B1 |vqcq | va2c2| V3Bo

V2A3 | V3A1 | V2A2 | V3A1 |V2C2 |v3C2 | V2A3 [VIC2 |VIC3 |V3A3 | v1A1|V2C0

V1Co | VIAT [V2B3 [yaco | V2A3 | VIB3| V2C1 [VIAS | V2B2|V2C3 | v3B3 |V1B1
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Introduccion, multiplicacion, enraizamientoin vitro de L. mutabilis

Los brotes axilares se recolectaron de 100 plantares de un genotipo de
chocho 1-450 ANDINO cultivado en el Instituto Agexquario Simon

Rodriguez, Latacunga. Los regenerantes o muestrasrdilla corresponden
a plantas cuyos numeros 6 cédigos se asignarostedi@s anteriores, estas

se mantuvieron en el presente estudio.

4.1.1 Introduccionin vitro deL. mutabilis

El material vegetal que se obtuvo de las 100 pdamtadres dé&. mutabilis
para la introduccidéim vitro, fue llevado al medio de iniciacion para controlar
la sanidad y la viabilidad, luego de seguir el psuac de desinfeccién
mencionado en la metodologia para la eliminacion cdataminantes
externos. Los brotes axilares tuvieron una contaaidm del 15% con hongos
y bacterias, siendo considerado este porcentajeo doajp. Segun datos
obtenidos por Rivero (2001) en investigaciones izadhs en el
establecimientoin vitro de Annona muricata, se presentdé un rango de
contaminacion entre 4,28% a 16,66%. Explantes qae presentaron
contaminacion y que lograron tener crecimiento teg&ieron seleccionados

para la fase de multiplicacidn vitro.
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4.1.2 Multiplicacion in vitro de L. mutabilis

Cuarenta y nueve plantas de chocho fueron seledtésn para la
multiplicacionin vitro, tomando en cuenta que estas sobrevivieron erséa fa
de introduccién mostrando crecimiento de plantas@mtando nuevos brotes
y sin contaminacion. Al utilizar 0,1 ppm de BAP @mmedio y cuantificar su
tamanfo a los 15, 30 y 45 dias, se obtuvieron mettiag87; 5,48 y 8,71cm,
respectivamente (Cuadro 4.1). Kapusta (1995) extebtjue 0,1 - 0,05ppm
de BAP son concentraciones adecuadas para la rag&mede lupino.

Cuadro 4.1: Desarrollo del tamafio de planta hastak 45 dias

Variable Media E.E Min. Max.
Tamafio de planta 15 digs 2,87 0,11 0,93 4,65
Tamafio de planta 30 digs 5,48 0,2 2,38 8,33
Tamafio de planta 45 digs 8,71 0,29 3,9 12,38

4.1.3 Crecimiento radicularin vitro de L. mutabilis, con

adaptacion dentro de invernadero

Quince plantas de chocho se seleccionaron conslter mayor tamafio de

explante de la fase de multiplicacion después ddid$, con resultados de:

8,23cm para la planta #95; 7,33cm de la #152; &8Bara la #62; 5,56cm

para la #54; obteniendo asi los resultados de lastgs seleccionadas

(Grafico 4.1).
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Gréfico 4.1: Tamafio de explante de 15 plantas de mutabilis
seleccionadas para enraizamientm vitro

Al analizar las 15 plantas que entraron en la thsenraizamientn vitro
con 3 ppm de AIA y 1 ppm de ANA, se obtuvieron feglos de cinco
plantas codificadas con los numeros 25, 54, 62)y6B00, presentando
sistema radicular, siendo evaluadas en su tamafongro, a los 62 dias. El
33,33% de plantas enraizaron, considerando ba@ gstcentaje. Sroga
(1987) obtuvo un 96% de eficiencia en enraizamieleth. angustifolius al

utilizar un medio con 0,1ppm de ANA.

La planta codificada con el numero 63 desarrolldeZdes, con un tamafio de
raiz de 9,1cm, presentando los valores mas altentras que la planta
namero 25 tuvo 9 raices y 6,6cm en tamafio de Eaizel Cuadro 4.2 se

observa las medias tanto de nimero como de taneafaz] a los 62 dias.
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A los 82 dias, el tamafo de planta tuvo una meeliddd5cm y el numero de
brotes fue de 11,2, presentando un 33,33% de aiguhgi adaptacion frente

al medio de enraizamiento con AIA y ANA.

Cuadro 4.2: Crecimiento radicularin vitro de L. mutabilis, con
adaptacion dentro de invernadero

Variable Media E.E Min. Max.
Numero de raices 62 dias 14,4 2,23 9 21
Tamanfo de raiz 62 dias 7,66 0,44 6,6 9,1
Tamafo de planta 82 dias 14,5 0,98 11,5 17,2
Numero de brotes 82 dias 11,2 1,16 8 15
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4.2 Comportamiento de brotes dé.. mutabilis en cinco filiales de

multiplicacion y enraizamientoin vitro

El objetivo fue determinar la variabilidad regerimaque podrian presentar
las plantas de chocho, a través del tamafio deapladmero de brotes y
comportamiento radicular durante cinco generacion€apusta (1995)

determin6 que algunos cultivares de lupino fueraitiplicados por 20 pases

0 mas para poder determinar su variabilidad regérar

4.2.1 Crecimiento vegetain vitro

Para este estudio se tomdé en cuenta 15 plantasupieo,| que fueron
clasificadas en tres grupos, tomando en cuentaeogdad para llegar a
floracién y produccion, asi: 1. Tempranas (P), 2&adbtadamente Tardias

(MT) y 3. Tardias (T) (Falconi, 2009).

Al analizar las 15 plantas dentro de las 5 genenas, se determind un
efecto significativo para el factor generacion (©001), para tamafio de
planta y niumero de brotes, para los factores ault{p<0,0079) y tiempo
(p<0,0302) para el numero de brotes y para laantédn cultivar * tiempo

(p<0,0028) para tamarfio de planta, (p<0,0038) pamzero de brotes (Cuadro

4.3).
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Cuadro 4.3: Analisis de varianza para tamafio de pl#a y nimero de
brotes del. mutabilis durante cinco generaciones

F.V Tamaro de planta | Numero de brotes

Generacion <0,0001 <0,0001
Cultivar 0,0401 0,0079
Tiempo 0,0793 0,0302
Generacion * Cultivar 0,9973 0,9466
Generacion * Tiempo 0,9687 0,9199
Cultivar * Tiempo 0,0028 0,0038
Generacion * Cultivar * Tiempp 0,2986 0,5011
CV% 30,67 27,69

Tamario de planta y nimero de brotes asociadosasfwante de variacion

Se pudo determinar que el tamafio de planta y nUdeiorotes mostraron
diferencias significativas en cuanto al efecto @ deneraciones, indicando
gue hasta la segunda generacion hubo variabilidad las dos variables,
luego se estabilizd hasta la quinta generacién.ségunda generacion
presentd valores de 7,92cm para tamafio de pladt82y para nimero de
brotes (Cuadro 4.4).

Cuadro 4.4: Promedio (+error estandar) de tamafio de planta y numero
de brotes del.. mutabilis durante el efecto de cinco generaciones

Generacion Tamarfo de Planta| NuUmero de Brote$
1 2,59+0,57 a 2,15+0,33 il
2 7,9240,57 c 4,32+0,33 ¢
3 5,95+0,57 b 3,70+0,33 e
4 5,55+0,57 b 3,81+0,33 ke
5 5,58+0,57 b 3,40+0,33 ()
CV% 30,67 27,69
p-valor <0,0001 <0,0001

Tamafio de planta y nimero de brotes, muestraretpas distintas en la
misma columna indican diferencias significativas;0p05

Al analizar el tamafio de planta y nimero de brdteante las cinco filiales

se establecié diferencias significativas (p<0,0&)apcultivar * tiempo. La

interaccion de los tratamientos C1T2, C1T3 y C2detron los resultados
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mas altos siendo estadisticamente similares, cotoeficiente de variacion

de 30,67%. Para el numero de brotes los tratange®id 1, C1T2, C1T3 y

C2T2 presentaron valores significativos (p<0,0@ndo los mas altos con un
coeficiente de variacion de 27,69% (Cuadro 4.5).

Cuadro 4.5: Promedio (+error estandar) de tamafio de planta y nimero

de brotes del.. mutabilis durante el efecto de la interaccion Cultivar *
Tiempo

Cultivar | Tiempo Tamarfio de Planta Numero de Brotes
C1l T1 5,33+0,35 def 3,46x0,21 ef
C1l T2 5,72+0,39 efg  4,04+0,23 F
C1 T3 7,09+0,45 g 4,41+0,27 H
C2 T1 0 a 0 a
C2 T2 6,9+0,78 fg 4,14+0,46 H
C2 T3 4,3+0,78 de 2,26+0,46
C3 T1 0 c 0 c
C3 T2 0 b 0 B
C3 T3 3,76x0,78 d 2,54+0,46 de

CV% 30,67 27,69
p-valor 0,0028 0,0038

Tamafio de planta y nimero de brotes, muestraretpas distintas en la
misma columna indican diferencias significativas;0p05

4.2.2 Eficiencia de multiplicacionin vitro

En el Cuadro 4.6 se observan las diferentes vasadarante el proceso de
multiplicacion tomando en cuenta las distintas garienes. El nimero de
brotes fue la variable que se tomoO en cuenta paabzar la eficiencia de

multiplicacion debido a que indica el numero deivitiios que se puede
obtener de una planta. Las medias presentaroredds significativas en la
primera, segunda y tercera generacion, con vattgesbrotes en la planta 32
[-450 que es la que presentd el valor mas altaeqirimera generacion, en

cuanto a las medias de la segunda generaciordiampi 206 1-450, 31 1-450,
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3 8415, 32 1-450, 41 1-450 y 63 1-450 no mostragdierencias significativas,

siendo estas las mas altas para esta filial. Etereera generacion los

mayores resultados obtuvieron las plantas: 31014563 1-450 que no

indicaron diferencias significativas. Las mediagealtas de la cuarta y

quinta generacibn no presentaron diferencias sgtifas.

En

la

multiplicacionin vitro de cuatro especies de lupino, Kapusta (1995) obtuv

un promedio de la eficiencia de multiplicacion detes en 10 generaciones,

obteniendo datos con diferencias significativagehasta filial.

Cuadro 4.6: Eficiencia de multiplicacion de brotesle chocholL. mutabilis
durante cinco

eneraciones

Generaciones

Tiempo | Variedades I Il Il IV \%
Tempranas| 206 1-450 | 2,678,33 | abc| 5,6740,33|b | 4,3360,88 | ah 4,334,333 | a| 4,000,58| a
311-450 | 2,339,33 | abc/ 5,33+1,20|b | 6,674,45 | b | 5,678,33 | a| 4,338,33|a
62 1-450 | 1,336,88| ab | 3,33%,67|ab|3,334,76 | abh 3,00#,53 | a| 2,67%,33|a
201 1-450 | 1,678,33 | ab | 4,336,33|ab|3,6740,67 | ab 3,00#1,53 | a| 2,67%,33|a
191-450 | 1,336,88| ab | 3,00%,53|ab|2,33+4,20 | a | 2,67%,33 | a| 3,00%,53|a
le\;\/lr(()jcijés 10 1-450 | 2,004,00 | abc|4,3340,33| ab| 4,6740,88 | ab 4,6740,33 | a| 2,67%,33|a
3 8415 | 2,008,58 | abc 5,6740,33|b | 3,67#€,33 | ab 5,3340,33 | a| 4,008,00|a
321-450 | 4,009,58 | ¢ | 6,00%,00|b |4,33€,33 | ab5,00#0,58 | a| 3,33%,67|a
411-450 | 2,009,58 | abc 5,3340,33|b |5,67#0,33 | ab 5,3340,67 | a| 5,000,58|a
27 1-450 | 3,006,58 | abc| 5,0040,58| ab| 2,67+1,33 2,67%,33 | a| 3,00%,53|a
Tardias 20 X 1,000,58 | a | 4,002,08|ab|2,67+,45 2,33%,20 | a| 2,67%,33|a
5 8415 | 2,33%,20 | abc 1,6740,88|a | 2,334,20 2,333,220 | a| 2,67%,33|a
201-450 | 2,6786,33 |abc|4,6740,88| ab| 4,674,67 | ab 5,0040,58 | a| 5,008,00|a
63 1-450 | 3,336,88| bc | 5,678,67|b |6,3390,88 | b | 4,332,19 | a| 3,67%,86|a
95 1-450 | 3,009,00 | abc 4,6740,33| ab| 4,3340,67 | ab 5,00#1,15 | a| 3,678,33|a

Generaciones muestran que letras distintas ensi@ancolumna indican diferencias

significativas, p <0,05

Al analizar la eficiencia de multiplicacion durantes cinco generaciones

entre las variedades tempranas, moderadamenteastayditardias dd..

mutabilis no se encontraron diferencias significativas (Coidd?).
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Cuadro 4.7: Eficiencia de multiplicacion de brotesde L. mutabilis de
variedades tempranas, moderadamente tardias y tardé

Generaciones
Tiempo I Il [l \Y \%
Tempranas 1,80:27 | a4,334,52 | a/4,0740,61 | a4 3,734#,53 | 4 3,3340,46 | 4
Mod. Tardias| 2,60%34 | a5,2740,27 | a/4,204,39 | 4 4,6040,39 | a 3,6040,51 | &
Tardias 2,478,35 | 44,1340,56 | a/4,0740,55 | 4 3,8040,61 | a 3,534#0,51 | &

Generaciones muestran que letras distintas ensi@ancolumna indican diferencias

significativas, p <0,05

El grafico 4.2 muestra la eficiencia de multiplidec de cada una de las
plantas en estudio, usando la férmula de indicendiiplicacion basado en
las medias geométricas aplicadas para la eficietecr@generacion completa.
Se aplico la media geométrica porque este pararagtrdd a diferenciar la

eficiencia multiplicativa de las plantas a travéggeéneraciones sucesivas.

Se observd estabilidad en la eficiencia multipii@at de las plantas
Tempranas (P), mostrando un equilibrio entre lasacplantas dentro de este
grupo. Las plantas de chocho Moderadamente TaidiBsmostraron mayor
variacion en cuanto a eficiencia, tomando en cuguélas plantas 32 y 27
(I-450) quedaron rezagadas por la variable muitigiidn de brotes que mide
la capacidad de multiplicacion generacional. Poo ¢&do, la planta 20X
present6 el mayor indice de multiplicacion de 2$88&ndo un alto valor. En
comparacion con datos obtenidos por Kapusta (1998 alcanz6 2,7 como

indice de multiplicacion eh. mutabilis.
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| 206 1-450
| 31 450
| 62 1-450
| 201 1450
I 191450
| 10 1450
|3 8415
| 41 1450
| 0%
] 20 1-450

| B3 1-450
| 95 1-450

| s2res0
| 27 1-450

| 5 8415

0,5

TEMPRANAS MOD. TARDIAS TARDIAS

Gréfico 4.2: Eficiencia en la multiplicacion de nugos regenerantes de
plantas tempranas, moderadamente tardias y tardiade L. mutabilis,
durante cinco generaciones (media geométrica + déaegion estandar).

4.2 .3Crecimiento radicular in vitro

Se realiz6 el analisis radicular de las plantaslugeno al finalizar la
regeneracion. En la primera generacion (parentaljencolectaron datos ya
que las plantas pasaron directamente a multipboaade la segunda
generacion, por tanto se obtuvieron plantas erdagzdesde la segunda hasta
la quinta filial. Las variables evaluadas fueromaéo de raiz y numero de

raices.

Al analizar la capacidad de crecimiento radicutaritro, se determiné un
efecto significativo para la generacion (p<0,0962tiempo (p<0,0867)

considerando la variable tamafo de raiz, con uficoeate de variacion de
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22,83%. En cuanto a la variable nimero de raicesenobtuvieron efectos
significativos (Cuadro 4.8).

Cuadro 4.8: Analisis de varianza para el tamafio yumero de raices de
L. mutabilisin vitro

F.V Tamanfo de raiz| Numero de raices
Generacion 0,0962 0,6257
Cultivar 0,6958 0,8093
Tiempo 0,0867 0,2844
Generacion * Tiempo 0,3479 0,6771
Cultivar * Tiempo 0,429 0,4158
CV% 22,83 38,65

Tamafio de raiz y numero de raices asociados duwania de variacion

4.2 .4 Crecimiento de regenerantes de chocho en m&asebajo

condiciones de invernadero

Las plantas regeneradas fueron analizadas poresimiento radiculain
vitro también fueron evaluadas por su crecimiento y tagam en macetas
dentro de un invernadero, en base al tamafio déapfamimero de brotes, en

cada generacion.

En el Cuadro 4.9, se presento el efecto signifioapara los factores de
cultivar (p<0,0439), la interaccion generacionentpo (p<0,0488) y cultivar
* tiempo (p<0,0715) considerando la variable tamdé@glanta. En cuanto a
la variable nimero de brotes los factores que ptasm efecto significativo
fueron generacion (p<0,0053) y la interaccion gacién * tiempo

(p<0,0801).



61

Cuadro 4.9: Analisis de varianza para el tamafio dplanta y nimero de
brotes deL. mutabilis en macetas dentro de invernadero

F.V Tamaiio de planta| NUmero de brotes
Generacion 0,1171 0,0053
Cultivar 0,0439 0,4408
Tiempo 0,1238 0,3811
Generacion * Tiempo 0,0488 0,0801
Cultivar * Tiempo 0,0715 0,4617
CV% 5,17 10,94

Tamafio de planta y nimero de brotes asociadosagfwente de variacion
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4.3 Fase de conservacion utilizando diferentes desie inhibidores de

crecimiento vegetal

Para esta fase se seleccionaron tres plantasa #68j moderadamente tardia
#10 y temprana #19, conservadas durante dos mesesnlkibidores de
crecimiento vegetal (AgNO3, ABA y CCC) a diferenthssis. La eficiente
conservacion se evaluo en base al tamafio de plantemero de brotes, cada

ocho dias.

El andlisis de varianza indicO que el tamafio datplg niumero de brotes,
tuvo un efecto altamente significativo para inhdses (p<0,0001), para la
interaccion dosis * inhibidores (tamafio de plant®,p001 y numero de
brotes p<0,0009) y para la interaccion inhibiddrgganta (tamafio de planta
p<0,0373), con coeficientes de variacion de 68,30%0,17%. Los otros
factores no presentaron diferencias significat{¢asadro 4.10).

Cuadro 4.10: Analisis de varianza para el tamafio dplanta y nimero de
brotes en tres plantas de chochb. mutabilis

F.V Tamaio de planta | Namero de brotes

Dosis 0,8943 0,3786
Inhibidores <0,0001 <0,0001
Planta 0,3161 0,0515
Repeticiones 0,8567 0,9638
Dosis * Inhibidores 0,0001 0,0009
Dosis * Planta 0,2089 0,4219
Inhibidores * Planta 0,0373 0,4984
Dosis * Inhibidores * Planta 0,4664 0,4433
CV% 68,39 69,17

Tamafio de planta y nimero de brotes asociadosafwendte de variacion

Como se indica en el cuadro 4.11, para la variable tamdéigplanta se

encontraron diferencias significativas entre ldsrdntes dosis e inhibidores,
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destacando que con 10ppm de CCC se obtuvo un d@lfr78cm que es el
mas bajo y el mas alto de 4,70cm con 10ppm de AgMN@3cuanto a la
variable nimero de brotes con 10ppm de CCC se ohiavvalor de 0,89
siendo el mas bajo y el valor mas alto de 6,441@ppm de AgNO3. Mafla
(2000), utiliz6 AgNO3 para inhibir el crecimientoegetal enSolanum
quitoense (Naranjilla) y Solanum betaceum (Tomate de arbol) mostraron
resultados similares a las variables estudiadaaalsis de varianza mostro
que paréb. quitoense el tamafio de planta vario entre 4,1 y 11,4 cncapar
10 ppm de nitrato de plata, observandose un memwaintento cuando se
utilizaron concentraciones de 4,0 y 8,0 ppm; emtwasS. betaceum no se
observaron diferencias significativas.

Cuadro 4.11: Efecto de la interaccion Dosis * Inhildores en el tamafio
de planta y nimero de brotes en tres plantas de cbioo L. mutabilis

Dosis (ppm)| Inhibidores | Tamafio de Planta Numero de Brotes
0 AgNO3 1,89+0,53 bc 3,89+0,88 bcd
0 ABA 1,58+0,53 c 2,67+0,88 abc
0 CCC 3,71+0,53 a 6,33+0,88 de
5 AgNO3 3,24+0,53 ab 4,89+0,88 cq
5 ABA 1,40+0,53 C 3,56+0,88 bg
5 CCC 1,61+0,53 C 2,67+0,88 ab
7,5 AgNO3 3,82+0,53 a 6,33+0,88 de
7,5 ABA 1,57+0,53 c 2,00+0,88 al
7,5 CCC 1,52+0,53 C 3,33+0,88 ab
10 AgNO3 4,70+0,53 a 6,44+0,88 e
10 ABA 1,11+0,53 C 1,89+0,88 al
10 CCC 0,78+0,53 c 0,89+0,88 al
CV% 68,39 69,17
p-valor 0,0001 0,0009

Tamafio de planta y nimero de brotes, muestraretras distintas en la misma

columna indican diferencias significativas,(pG5
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La interaccion inhibidores * planta presentd difeias significativas en su
tamafo con AgNO3 en la planta temprana #19 un vd,66cm siendo el
mas alto y con el inhibidor ABA en la planta terma&19 la de menor valor
1,00cm, con un coeficiente de variacion de 68,3@8asiderando la variable
namero de brotes el AQNO3 en la planta tardia #68gmt6 el valor mas alto
de 5,58 y con ABA en la planta Moderadamente Ta#di@ presento el
menor valor de 1,33 y un coeficiente de variaciér®8,17% (Cuadro 4.12).

Cuadro 4.12: Efecto de la interaccion Inhibidores *Planta en el tamaio
de planta y nimero de brotes en tres plantas de cbioo L. mutabilis

Inhibidores Planta Tamafio de Planta Numero de Brotes
AgNO3 Temprana #19 3,66+0,44 a 5,42+0,74 3
AgNO3 Mod. Tardia #10 3,84+0,44 a 5,17+0,74 a
AgNO3 Tardia #63 2,751+0,44 ab 5,58+0,74 g

ABA Temprana #19 1,00+0,44 e 2,33+£0,74 c
ABA Mod. Tardia #10 1,03+0,44 de 1,33+0,74
ABA Tardia #63 2,22+0,44 bcdd 3,92+0,74 abd
CCcC Temprana #19 1,12+0,44 cde 2,42+0,74
CCcC Mod. Tardia #10 2,34+0,44 bc 3,17+0,74 bg
CCccC Tardia #63 2,25+0,44 bcd 4,33+0,74 al
CV% 68,39 69,17
p-valor 0,0373 0,4984

Tamano de planta y nimero de brotes, muestraretyas distintas en la misma
columna indican diferencias significativas, p <0,05
Al realizar el andlisis de regresion entre el tamd@ planta y niumero de
brotes con cada inhibidor de crecimiento (AgNO3,AAB CCC), se pudo
obtener la dosis minima y maxima éptimas de cadea ye que se encontro
qgue el crecimiento vegetal esta en funcién de tz€sdde los inhibidores
utilizados. Estas fueron explicadas mediante elaimode regresion lineal

cubica.
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Al realizar las primeras derivadas a las ecuaciafeesas regresiones, se
obtuvieron resultados como: AgNO3 para la varigdieafio de planta no se
obtuvieron resultados, mientras que para el nurderbrotes se obtuvieron
datos con dosis maxima que es la que produce nmayoero y una dosis
minima que logra obtener un menor numero de breteguanto al ABA y

CCC presentaron valores maximos y minimos paradasvariables. Como
se puede observar en el cuadro 4.13, las dosismaaxy minimas Optimas
obtenidas se encuentran dentro de los rangos deéoks utilizadas en el
presente estudio.

Cuadro 4.13: Dosis maximas y minimas 6ptimas de Ag)8, ABAy CCC
para conservacionin vitro deL. mutabilis

Inhibidor | Daosis ppm | Tamafo de planta Namero de brotes
AgNO3 Maxima - 3,51
Minima - 0,92
ABA Méxima 2,7 3,55
Minima 1,96 1,68
CCC Maxima 3,17 3,10
Minima 2,38 2,06

4.3.1 Regeneracionmn vitro de las plantas conservadas

Las plantas de chocho que fueron tratadas conidunés de crecimiento
durante dos meses, se sometieron a una pruebgeateeracionn vitro con el
medio utilizado en la fase de multiplicacion pasaprobar su capacidad de
regeneracion. Se analizé el tamafio de planta y ride brotes de las tres

plantas de chochlo. mutabilis.
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4.3.1.1Regeneracionn vitro de la planta de chocho tardia

#63

Para la planta tardia #63 se tuvo una influendid®AdslO3 con una media de
4,97 cm en el tamafo de planta, seguido por CCC4@fcm y finalmente
con 4,24 cm para ABA. En cuanto al numero de bret&8CC present6 los
mejores resultados con 6,25, seguidos por 4,75A8% Yy 4,5 con AgNO3,

demostrando una regeneracion positiva (Grafica 4.3)

7 B Tamario de Planta (cm) B Namerc de Brotes

AgNO3 ABA ccce
Inhibidores de crecimiento

Gréfico 4.3: Efecto de Inhibidores de crecimiento @ra el tamafio de
planta y nimero de brotes en la planta de chochordia #63.

4.3.1.2Regeneracionn vitro de la planta de chocho
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moderadamente tardia #10

Para la planta moderadamente tardia #10, el AgN@&ptd una media de
7,13cm para el tamafio de planta y 2,5 en nimerorates, 2,63 cm en el
tamafo de planta y 1,5 numero de brotes con CCRYy dn para el tamafio
de planta y 0,17 brotes con ABA, indicando quedass obtenidos para el
primer inhibidor fueron los mejores en la regenémagara esta planta

(Gréfico 4.4).

B Tamario de Planta (cm® Numero de Brote

61

AgNO3 ABA ccc
Inhibidores de crecimiento

Grafico 4.4: Efecto de Inhibidores de crecimiento gra el tamafio de
planta y numero de brotes en la planta de chocho rderadamente tardia
#10.

4.3.1.3Regeneracionn vitro de la planta de chocho




68

temprana #19

El AgNO3 present6 el valor mas alto para el tamdéglanta (4,27 cm) y
para el numero de brotes de 3,58. Seguido por €& €&h 2,44cm y 2,5
brotes y para ABA 0,26 cm y 0,5 brotes. Se muegtra la prueba de
regeneracionn vitro que se realiz6 arroja valores positivos para sher

inhibidor, valores medios para el tercero y bajasapel segundo (Grafico

4.5).

B Tamario de Planta (cm) B Namero deBrotes

AgNO3 ABA ccc
Inhibidores de crecimiento

Gréfico 4.5: Efecto de Inhibidores de crecimiento @ra el tamafio de
planta y nimero de brotes en la planta de chochorgrana #19.

4.4 Obtenciéon de semilla artificial deL. mutabilis utilizando brotes
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axilares de plantulasn vitro

Al utilizar brotes axilares de plantulas vitro de L. mutabilis, se logré

obtener semilla artificial, utilizando el protocottescrito en metodologia
como un método alternativo de conservacion de imahtergetal, llegando a
obtener semillas con buenas caracteristicas enccaasu forma y textura

para su conservacion durante dos meses.

Después de transcurrido este tiempo de conservaeida semilla en sales
MS a bajas temperaturas, los resultados que péesantuanto a su forma y
textura fueron adecuados ya que se mantuvierontastalurante el tiempo
que estuvieron almacenados. Con estos resultadeslssd la regeneracion
de la semilla artificial ocupando el medio de regganion mencionado en la
metodologia propia para semilla artificial, se seardn diez semillas de cada

tratamiento y se analizé el tamafio de la plantpudEsde un mes.

4.4.1 Regeneracion de semilla artificial de chocHa mutabilis con

100, 50 y 25% de sales MS

De las diez semillas que fueron sembradas en elongdedregeneraciéon con
100% de sales MS, solamente cinco semillas mostraesultados,
demostrando un 50% de eficacia en este proceseniehtio valores en el
tamafio de planta como 3,9cm como el mayor y O, Zmmocel menor valor.
Para el caso del medio con el 50% de sales MStsgieton cuatro semillas

con resultados de regeneracion, siendo equivadente40% de germinacion,
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presentando el valor mas alto en el tamafio degat3,1cm. Finalmente
cuando se utilizo el 25% de sales MS se obtuvo orceptaje de
regeneracion de 60%, al comparar este porcentajgedainacion con la
investigacion de Cartes (2003), se observo undigithen su porcentaje, en
cuanto al valor mas alto para el tamafio de plaatd,ticm. La germinacion
de las semillas se vio afectada por el grado dervig madurez que
presentaron los embriones al momento de encapsul@gue la resistencia
mecanica ofrecid6 un encapsulado excesivamente @mzenez y Quiala,

1998).

Se realizé un analisis de regresion para estabkdcporcentaje optimo de
medio MS para la conservacion y la posterior reganén de la semilla
artificial, tomando en cuenta la variable tamafioptenta, utilizando un
modelo de regresion lineal cubica: 1,82 — 0,03P,00@26P2. Llegando a
obtener un porcentaje de medio MS de 58% que skdjatimo.

1,82 — 0,03P + 0,00026P2

0 =-0,03 + 2(0,00026)P

P = 0,03/0,00052

P = 58%

V. CONCLUSIONES
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El acido giberélico a concentraciones de 250ppmmiié un 100%
de germinacion de semillas de chocho, luego dasl di

En la fase de multiplicaciom vitro, el BAP a concentraciones de 0,1
ppm mostré un incremento promedio de 8,71cm enld@tgs de

chocho, a los 45 dias.

La planta tardian vitro #63 logré los valores mas altos de tamafio de
raiz con 9,1cm y 21 raices a los 62 dias cuands&&AIA (3ppm) y
ANA (1ppm). En la adaptacién dentro de invernadammisma planta
logré valores positivos de 17,2cm en tamafio detplarl5 brotes, a
los 82 dias.

La mayor eficiencia de multiplicacién y enraizam@m vitro de 15
plantas, se logré en la segunda generacion mostiasdvalores de
multiplicacion mas altos en nimero de brotes yiramiento durante

5 filiales. El crecimiento del resto de filialesfastable.

En la fase de conservacigmvitro el cloruro de (2-cloroetil) trimetil
amonio (CCC) con 10 ppm, logré el mayor periodocdeservacion
de brotes axilares de mutabilis, presentando los valores mas bajos
para el tamafio de planta (0,78cm) y numero de $(06t89).

El porcentaje Optimo de medio Murashige Skoog paraservar
embriones somaticos de mutabilis en semilla artificial fue de 58%,
permitiendo conservarla durante, por lo menos deses

La mejor estabilidad de crecimiento se obtuvo dirpdel lote de

poblaciones tempranas de chocho.
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VI. RECOMENDACIONES
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Se recomienda utilizar 0,1ppm de BAP para la miidapion delL.
mutabilisin vitro ya que se logra los mayores tamafios de planta.
Utilizar por maximo dos generaciones de replicaciérios explantes,
ya que en esta filial se logran los mejores valatesficiencia de
multiplicacion y enraizamientin vitro deL. mutabilis.

Se recomienda realizar estudios complementarios paobar la
regeneracion de. mutabilis, considerando poblaciones tempranas.
Se recomienda utilizar 10ppm de CCC para la coas&m de plantas

invitro, ya que presenté los mejores resultados de alraagento.

VIl. RESUMEN
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El presente estudio se realizo con el objetivoesadollar protocolos vitro
para la regeneracion y conservacionLapinus mutabilis (chocho andino)
mediante la técnica de crecimiento minimo. En kefde introduccion el
acido giberélico (250ppm), permitio un 100% de geation de semillas de
chocho luego de 4 dias. EI BAP (0,1ppm) en la fdsenultiplicacionin
vitro, mostré un incremento promedio de 8,71cm en 4%tqdade chocho a
los 45 dias. Para el enraizamiemtovitro el uso de AIA (3ppm) y ANA
(1ppm) logro los valores mas altos en la plantatro #63 con 9,1cm en el
tamano de raiz y 21 raices a los 62 dias. En éadasadaptacion dentro de
invernadero la misma planta logré valores de 1/26n tamafio de planta y
15 brotes, a los 82 dias. La mayor eficiencia deltipigacion y
enraizamientan vitro de 15 plantas en cinco filiales, se logré en usda
generacion mostrando los valores de multiplicaci@s altos en namero de
brotes y enraizamiento; el crecimiento del restdfikikdes fue estable. La
mejor estabilidad de crecimiento se obtuvo a pakirlote de poblaciones
tempranas. Para la fase de conservaoidvitro el cloruro de (2-cloroetil)
trimetil amonio (CCC) con 10 ppm, logré el mayoripdo de conservacion
de brotes axilares de mutabilis, presentando los valores mas bajos para el
tamafio de planta (0,78cm) y niumero de brotes (0E9)a fase de semilla
artificial el porcentaje 6ptimo de medio Murashi§koog para conservar
embriones somaticos de. mutabilis en semilla artificial fue de 58%,

permitiendo conservarla durante, por lo menos deses

VIIl. ABSTRACT
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This study was conducted in order to develop padtodor in vitro
regeneration and conservation lafpinus mutabilis (Andean lupine) by the
technique of minimal growth. In the introductorygsie the gibberellic acid
(250ppm), allowed 100% germination of lupine a#tedays. The BAP (0.1
ppm) in the multiplication phagea vitro, showed an average increase of 8.71
cm in 49 lupine plants at 45 days. For roofingitro using AlA (3 ppm) and
NAA (1 ppm) achieved the highest values in the planvitro # 63 with
9.1cm in size and 21 root root at 62 days. In tfepsation phase in the same
plant emissions reached values of 17.20 cm inak15 plant shoots at 82
days. The increased efficiency of vitro multiplication and rooting of 15
plants in five branches, was achieved in the seagemeration showing
values higher multiplication in number of shootsd anots, the growth of
other subsidiaries was stable. The greater stalfitgrowth was obtained
from the batch of early populations. Rarvitro conservation phase chloride
(2-chloroethyl) trimethyl ammonium chloride (CCC)thv10 ppm, achieved
the highest shelf of axillary buds bf mutabilis, presenting the lowest values
for plant size (0.78 cm) and number of shoots (0.89 the artificial seed
stage optimal percentage to preserve Murashige dslksmmatic embryos of
L. mutabilis in artificial seed was 58%, allowing them to kdepat least two

months.
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