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RESUMEN

El arbol de Balsa Ochroma lagopus, pertenece a la familia Bombacaceae, es
un arbol pionero de los bosques tropicales humedos; es considerado como
recurso forestal susceptible de explotaciéon industrial; es ademas una especie
utilizada para recuperar zonas degradadas y utilizada en la reforestacion de
bosques que han sido afectados por la tala indiscriminada. Se desarrollo un
protocolo para la micropropagacion de Balsa a partir de yemas apicales de
(Ochroma lagopus), se usaron plantas de invernadero sometidas a un
tratamiento fitosanitario previo. Se evaluaron varios procedimientos en las
etapas de desinfeccion, establecimiento y multiplicacion. En la primera de
desinfeccidn se establecid el protocolo de desinfeccién basado en la inmersién
de los explantes en una solucién de hipoclorito de sodio al 0,5% durante 40
minutos seguida de un lavado de 15 minutos en una solucion en donde se
combinaron los siguientes fungicidas: oxido cuproso 0,1%; captan 0,1 % y
Azoxystrobin-Difenoconazol 0,3%, donde se obtuvo una supervivencia de 50%.
En la etapa de introduccion la maxima induccion de brotes se obtuvo al usar
una concentracion de 0,2 mg/L de BAP. En la etapa de multiplicacion la mejor
combinacién para obtener mayor nimero de brotes fue TDZ vs. ANA (TDZ 1
mg/L — ANA 0 mg/L); con 23 brotes en promedio por cada repeticion y la mejor
combinacion en cuanto a elongacion de brote fue: BAP vs. ANA (BAP 1 mg/L —
ANA 0,2 mg/L) con una altura promedio por cada repeticion de 31, 32 mm.
Refiriendose a los resultados, el protocolo de micropropagacion para Ochroma

lagopus; es viable en términos experimentales aplicados.
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ABSTRACT

Balsa tree Ochroma lagopus belongs to the family Bombacaceae, itis a
pioneer tree of moist tropical forests, this forest resourceis considered
as susceptible of industrial exploitation, is alsoa used to recover degraded
areas and used in the reforestation of forest have been affected by logging. We
developed a protocol for the micropropagation
of Balsa from apical buds (Ochroma lagopus). Were used greenhouse
plants subjected to a treatment phytosanitary prior. Several procedures were
evaluated in the early stages of disinfection, establishment and multiplication. In
the first step the disinfection protocol was established based on the immersion
of explants in a solution of sodium hypochlorite 0.5% for 40 minutes followed by
a washofl5 minutesin a solution which combinesthe following
antifungal: cuprous oxide 0.1%, captan 0.1% and Azoxystrobin-Difenoconazol
0.3% which vyielded a 50% survival. In the introduction stage maximum shoot
induction was obtained usinga concentration of 0.2mg/ L of BAP.In
the multiplication stage the best combination forthe greatest number
of outbreaks was TDZ vs. ANA (TDZ1 mg/ L -ANAO mg/ L), with23
outbreaks on average for each repetition. The best combination for
the elongation of the outbreak was: BAP vs. ANA (BAP 1 mg/L - ANA0.2mg/
L) with an average height for each repetition of 31, 32 mm. About to the results
the micropropagation protocol for Ochroma lagopus, is feasible

in experimental terms applied.
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CAPITULO 1

INTRODUCION

1.1 Formulacién del Problema

El Ecuador ha planteado implementar y ejecutar un plan nacional de
forestacion y reforestacion que contempla plantaciones para la proteccion y
conservacion de sistemas agroforestales y plantaciones comerciales e
industriales con el fin de convertir al Ecuador en una potencia forestal. Una de
las especies seleccionadas: Ochroma lagopus, nativa de la region, tienen un
alto uso y valor comercial, es de crecimiento rdpido y el objetivo del programa
es utilizar material genético de origen certificado, que garantice la calidad de
los productos maderables y certificar la propagacion con grado de calidad

genética comprobado. (Cevallos G, Victores Pérez M, 2009).

El arbol de Balsa (Ochroma lagopus) crece de forma natural en nuestro
pais desde la provincia del Oro hasta la provincia del Carchi, y cultivos
planeados en las provincias de los Rios, Manabi y Esmeraldas. La especie se
ha cultivado con menor éxito en localidades que tienen un clima similar al del
Ecuador; plantaciones de la India, Malasia, Vietham, Borneo, Islas Salomon,

Filipinas y Nueva Guinea. (K. Francis, John, 2002).

La produccién de madera en volumen para la balsa a una edad
temprana o cosechable en rodales puros en Ecuador es de 17 a 30 m*/ha/afio,
para hacer una comparacion con las plantaciones experimentales en Malasia
que han crecido de manera un poco méas lenta 10 m*ha/afio o menos (K.
Francis, John, 2002).

Ecuador es actualmente el principal exportador de Balsa, con 80 — 90%
del volumen exportado. (Obregon. C, 2005). Actualmente existen entre

bosques naturales y reforestados mas de 20 mil hectareas de plantaciones, en



nuestro pais la mayoria de las plantaciones de Balsa se encuentran en la
cuenca del rio Guayas, de donde se obtiene el 95 % de la cosecha mundial, a

partir de las cuales ha generado exportaciones a cerca de 45 paises.

La Balsa posee la cualidad de madurar temprano fisioldgicamente y por
lo tanto es utilizada para su explotacion y reforestacion de zonas afectadas por
la tala en nuestro pais. "El Ecuador posee una extension territorial de 272.031
Km?, la explotacién forestal genera una importante fuente de impacto sobre la
biodiversidad, anualmente se pierde aproximadamente 238.000 hectareas de
bosques, de los 11'450.000 hectareas de bosques nativos, el 62% es
susceptible de ser aprovechadas ya que solo el 37% se encuentra dentro del
sistema de areas protegidas del pais y pocas son las areas destinadas a

cumplir funciones de bosques protectores”.(MAGAP, 2000).

La balsa es pionera en el litoral himedo, es una especie indicadora de
climas tropicales, en su habitat natural la temperatura oscila entre 27 °C y 22
°C. Prospera en terrenos no profundos y calizos. Crece en margas ricas
preferiblemente arcillosas y himedas y se desarrolla muy bien en suelos que

han sido sometidos a quemas (Beihefle, 1990).

El arbol de Balsa, Lano o Balso Ochroma lagopus, pertenece a la familia
Bombacaceae, es un arbol pionero de los bosques tropicales humedos,
(Whitmore.T, Wooh-Khoon.G, 1993), alcanza en 5 - 6 afios una circunferencia
de aprox. 90 cm. (30 cm. de diametro) y una altura de aprox. 18 - 25 metros,
genera madera liviana y de buena calidad, por ello es considerada como
recurso forestal y maderable susceptible de explotacion industrial (Obregon. C,
2005), es una especie ademas utilizada para recuperar zonas degradadas;
utilizada en la reforestacion de bosques que han sido afectados por la tala
indiscriminada o han sufrido incendios (K. Francis, John, 2002). Ademas sirve
como refugio de especies vegetales mas pequefias gracias a su rapido
crecimiento y sus hojas grandes.

La madera obtenida a partir de los arboles de Balsa (Ochroma lagopus)

es la mas comercial y mas liviana en uso a nivel mundial hoy en dia. Otras
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especies producen una madera mas liviana, pero carecen de la fortaleza
necesaria. (K. Francis, John, 2002). Vista a través de un microscopio; su
estructura es tipo nido de abeja, lo que le permite soportar enormes cargas
distribuyéndolas de una celda a la siguiente; por el poco espacio entre sus
celdas resiste al movimiento de agua a través de la misma lo que le da su
caracteristica de flotabilidad; posee resistencia a altas temperaturas y al fuego
por lo que provee un gran aislamiento térmico y acustico. (Madepron, 2011). La
madera comercial de la balsa por lo usual varia en densidad entre 0,10 a 0,17
g/cm?®. Esto quiere decir que es una madera resistente a la ruptura soportando
de 148 a 372 kg/cm? de tensién, con una elasticidad de 30.000 a 62.000
kg/cm?, y una resistencia maxima a la compresion de 64 kg/cm?. (K. Francis,
John, 2002).

Ochroma lagopus tiene muchos usos artesanales; por ejemplo: en la
industria edlica por su densidad liviana es usada en las aspas de los
ventiladores edlicos, en la industria nautica por su caracteristica de flotabilidad,
en la industria de transporte es empleada en las paredes de contenedores de
aviones y barcos por su peso ligero, en la maqueteria para el disefio y modelo
de maquetas de arquitectura, en la industria de aeromodelismo para la

construccion de modelos a escala. (Madepron, 2011).

En nuestro pais no se ha considerado la asistencia técnica para el
manejo del cultivo y hacerlo de forma controlada ; consecuentemente no se
han aplicado nuevas tecnologias que permitan el mejoramiento de la especie y
poder obtener una planta con caracteristicas fisiolégicas y genotipicas que
puedan ser clonadas, la propagacion in vitro de Balsa es una alternativa para el
mejoramiento, aprovechamiento y conservacion por su importancia econémica

y por ser idonea para la reforestacion de bosques.

Existe escaza informacion y publicaciones acerca de la propagacion in
vitro de esta especie, por ello este trabajo de investigacion es pionero y
favorece la produccion de una planta con caracteristicas propicias para la
industria maderera y también caracteristicas que la convierten en un recurso

natural sustentable.



1.2 Justificacion del problema

La Balsa genera subproductos de uso industrial que son la opcion mas
viable para el desarrollo econémico de las regiones de nuestro pais donde se
usan y explotan de manera sustentable con el fin de usarlas como forma de
subsistencia. La investigacion para el mejoramiento de la calidad de los
productos obtenidos dista mucho de las actuales demandas. La falta de
asesoramiento en los cultivos y por ende el mejoramiento del material que se
produce se debe en gran parte a la utilizacion de propagacién tradicional de

estas especies que son de interés comercial nacional e internacional.

La reproduccién mediante semilla (sexual) de Balsa (Ochroma
lagopus); es lenta y en el caso vegetativo (estacas) es dificultosa, muchas
presentan condiciones diocas y en algunos casos presentan problemas serios
de sanidad que impiden la oferta del material sano. (Rojas Salvador, 2008), se
conoce que las semillas de Balsa no pueden ser almacenadas para su cultivo
in situ, adicional a este obstaculo para mejorar el rendimiento de germinacion
en necesario someter a las semillas a un tratamiento de pregerminacién; para
luego plantarlas y esperar su germinacion. Las raices de las plantas jovenes
producto de la germinacion son delicadas dificultando el manejo y generando

una pérdida de plantulas. (Nieto V, Rodriguez J, 2003).

Esta propagacion tradicional no garantiza conseguir plantas que generen
subproductos semejantes en cada cultivo que se realiza. El cultivo in vitro de
Balsa tienen un gran potencial en la industria maderera ya que permite
almacenar un resguardo del material clonal por largo tiempo y en un espacio
relativamente pequefo, utilizando secciones especificas de la planta que
aportan con la suficiente informacidn genética para regenerar una planta
completa y con las mismas caracteristicas requeridas en cada cultivo que se

realice.

Es por esta razon que se plantea el cultivo de tejidos como una
estrategia de conservacion de la especie y obtencién de clones con calidad

genética, para la recuperacion de la misma y su futura propagacion masiva,
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logrando asi contribuir con el medio ambiente mediante la iniciacion de cultivos
programados de la especie, a fin de controlar la pérdida parcial o total de este

recurso en el Ecuador.

“La conservacion de la diversidad biologica forestal, incluidos los
recursos genéticos forestales, es fundamental para sostener los valores
productivos de los bosques’(Landa A , Mendizabal J,Marquez J, 2008), El
cultivo in vitro a gran escala de Balsa favorecera al incremento de la
comercializacion de la madera garantizando la calidad y la repetitividad de la

misma.

En la presente investigacion se desarrollara un protocolo para la
produccion in vitro de Balsa (Ochroma lagopus), para el cual no existe
metodologia establecida con la perspectiva del desarrollo y mejoramiento de la

calidad de la especie en cuanto a su produccion.

1.3Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo General

Evaluar la actividad hormonal de: Thidiazuron (TDZ), Thidiazuron con
acido a-naftalen acético (TDZ/ANA) Vs. 6 — Bencil amino purina (BAP), 6 —
Bencil amino purina con acido a-naftalen acético (BAP/ANA); en la induccion de
brotes en la etapa de multiplicacion a partir de yemas apicales de Balsa
(Ochroma lagopus).”

1.3.2 Objetivos especificos

. Establecer el método de desinfeccion en yemas apicales de
plantas de Balsa (Ochroma lagopus) para controlar los agentes

contaminantes externos.



. Determinar las concentraciones adecuadas de 6-
bencilaminopurina (BAP) en medios de cultivo para Balsa en las fase

de multiplicacién del cultivo in vitro de esta especie.

. Establecer las concentraciones adecuadas de Thidiazuron (TDZ)
en medios de cultivo para Balsa en las fase de multiplicacion del

cultivo in vitro de esta especie.

. Establecer la mejor relacién entre 6-bencilaminopurina (BAP) o
Thidiazuron con el acido a naftalen acético (ANA); para la fase de

multiplicacion in vitro.

1.4Marco teérico

1.4.1 Caracteristicas generales de la especie en es tudio

1.4.1.1 Taxonomia

El arbol de Balsa Ochroma lagopus pertenece a la familia Bombacaceae,
a pesar de que su amplia distribucién y cierto grado de variacion llevo a los
botanicos a proponer varias especies y variedades de Ochroma, el género se
considera ahora como monotipico. Entre los sinGbnimos botanicos de Ochroma
pyramidale se encuentran: O. lagopus Sw., O. lagopus var., O. obtusa Rawl.,
O. tomentosa Willd., O. bicolor Rowlee, O. boliviana Rowlee, O. grandiflora
Rowlee, O. lagopus var. bicolor, O. limonensis Rowlee, O. peruviana Sohnst.,
O. velutina Rowlee. (Whitmore, T. Wooh-Khoon, G.1983).

Los nombres comunes: Balsa, Balso real, Tucumo, Ceiba de lana, Lano,
Palo de balsa, Menudito, Balso de lana (Colombia); Topa, Huampo (Peru);
Lano, Palo de lana, Tacarigua (Venezuela); Tami (Bolivia); Pau de balsa
(Brasil); Enea, Pin uru, Piu, Pung, Nisperillo (Costa rica.); Balsa Wood, Guano
(Estados Unidos de Norteamérica.); algodon (Salvador.); Lanilla, Tambor, Puh
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(Guatemala);

Guano (Honduras.);

Corkwood (Puerto

rico.);Gatillo, Polak

(Nicaragua); Gonote real, Maho, Mo-ma-ah (México.); Bois flot(Jamaica.);
Puero (Panama.). (Whitmore, T. Wooh-Khoon, G.1983.)

La Balsa esté incluida en la siguiente clasificacion taxonémica:

Nombre: Ochromalagopus
Género: Ochroma
Familia: Bombacaceae
Orden: Malvales

Clase: Magnoliopsida
Division/Phylum: Magnoliophyta
Reino: Plantae

1.4.1.2 Descripcion botanica

Es una especie pionera de crecimiento extremadamente rapido, tan
rapido es el crecimiento que puede llegar a 30 metros de altura en tan so6lo 10
afios. Su nombre comun es Balsa, las hojas son grandes, acorazonadas. Algo
vistoso en ésta especie son las grandes flores blancas o cremas en forma de
copa que pueden ser de hasta 11 cm. de largo. El fruto es una céapsula
alargada de hasta 25 cm. con el interior lanoso. Las semillas son numerosas
envueltas en pelos largos que forman el algodén que se conoce como kapok.
Las semillas son transportadas por el viento a grandes distancias.
Sorpresivamente, los arboles de balsa dan flores y frutos con tan solo 3 6 4
afos de edad. Este fendmeno se debe a que la especie es de longevidad corta,
llegando a vivir hasta 40 afios aproximadamente. El arbol de balsa es de
mucha importancia tanto ecolégica como comercialmente. En el primer caso el
nutritivo néctar de las flores sirve de alimento a muchas especies como
pequefios mamiferos, aves e insectos. Interesante es la polinizacion de esta
especie, que se pensaba era exclusiva de los murciélagos. Para ello las flores
se abren durante la noche y producen entre todas mas de un litro de néctar,
que atraen a estos mamiferos, se llenan la cara de polen y lo transportaran a

otros individuos de balso mas cercanos. Resulta que las flores producen mucho



néctar en los tubos florales de los cuales se alimenta los monos cariblancos,
zariglieyas, murciélagos, aves como los caciques y colibries, insectos como las
abejas. Las fibras del kapok son usadas por colibries para hacer sus nidos. En
la importancia industrial destaca el material algodonoso que es usado para
fabricar almohadas, flotadores y salvavidas. En proyectos de reforestacion es
ideal para recuperar suelos degradados. (K. Francis, John, 2002).

Las hojas de la Balsa estan dispuestas en espiral, simples; laminas de
13 por 13 a 35 por 35 cm, grandes, casi redondas, acorazonadas, margen
entero o repando; nervios principales 7 a 9, muy prominentes en el enves,

peciolo café rojo. (K. Francis, John, 2002).

El Tronco es recto y cilindrico, con raices tubulares pequefias
(contrafuertes) en los troncos grandes. Posee pocas ramas gruesas
ascendentes, extendidas y distanciadas. La corteza externa es lisa con
algunas cicatrices lineares protuberantes, pardo grisacea, con lenticelas
pequeias, suberificadas y protuberantes. La corteza interna es de color
crema amarillento a rosado, cambiando a pardo rosado, fibrosa. Grosor total:
8 a 12 mm. Los frutos son capsulas de 15 a 25 cm de largo por 3 a 5 cm de
ancho, verdosos semilefiosos, negros cuando maduran, alargados, con 8 a 10
costillas longitudinales prominentes, muestran ranuras y estan divididas en 5
partes; contienen de 500 a 800 semillas, las semillas son elongadas muy
pequefias, de 2,5 a 4 mm. de largo por 1 a 1,5 mm. de ancho, presentan un
extremo acuminado, son muy ligeras, morenas, opacas, rodeadas por un

abundante vello sedoso de color café amarillento (K. Francis, John, 2002).

La forma del arbol es perennifolio, de 15 a 30 m (hasta 35 m) de altura,
con un diametro a la altura del pecho de 20 a 40 cm (hasta 60 cm), la copa
ancha, abierta, redondeada o irregular. Florece en Noviembre, Diciembre a

Marzo, los frutos maduran de Marzo a Junio. (K. Francis, John, 2002).



1.4.1.3 Habitat

Se desarrolla en laderas y en sitios abiertos, claros de bosques y orilla
de caminos. La especie tiene su mejor crecimiento en suelos aluviales a lo
largo de rios y es aqui en donde se le encuentra con mayor frecuencia. Se le
encuentra en zonas de litoral himedo. Especie indicadora de climas
himedos. En su habitat natural la temperatura maxima es de 27 °C y la
minima de 22 °C, precipitacion anual de 1,300 mm aproximadamente.
(Beihefle, 1980).

La balsa demanda una rica provision de nutrientes y un suelo bien
drenado, se reporta que los arboles de balsa mueren con facilidad debido a
las inundaciones. La balsa coloniza suelos arcillosos, margosos y limosos.
Prospera en terrenos apropiados, no muy profundos; en suelos derivados de
materiales calizos, metamorficos e igneos, pero no tolera los suelos de alta
salinidad. Se desarrolla muy bien en suelos que han sido sometidos a
guemas. Entre los sitios frecuentemente colonizados se encuentran los
aluviones nuevos, relleno de construccion, siembras abandonadas, areas
llanas como en pendientes escarpadas, areas severamente quemadas, areas

de corta total y claros causados por la caida de arboles. (Beihefle, 1990).

1.4.1.4 Area de distribucién natural y de naturaliz  acion

El area de distribucion natural de la balsa se extiende desde el sur de México
hasta Bolivia, hacia el este a través de la mayor parte de Venezuela, y a
través de las Antillas. Los extremos latitudinales son 22° N hasta alrededor de
15°S. (K. Francis, John, 2002).
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Figura 1.-El area sombreada representa la distribuc

ion natural de la balsa,

Ochroma lagopus, en el neotrépico. Tomado de: (K. Francis, John, 2002)

1.4.1.5 Crecimiento y rendimiento

Los arboles de balsa crecen de manera extremadamente rapida. Las

plantulas alcanzaran alturas de entre 1,8 y 4,5 m al final de la primera

temporada y 11 m. al final de la segunda. El tamafio final podra ser de entre

25y 30 m. o mas. Un arbol vigoroso puede alcanzar un diametro a la altura

del pecho (d.a.p.) de 40 cm. en un periodo de 5 a 6 afios; de manera

ocasional, algunos arboles alcanzan un (d.a.p.) de 100 cm. a una edad mas

avanzada. (K. Francis, John, 2002). Los arboles de 7 u 8 afios comienzan a

desarrollar un duramen saturado de agua, después de 12 a 15 afios los

arboles se deterioran rapidamente y muy pocos sobreviven mas alla de 20 a

30 afnos (K. Francis, John, 2002).
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Los &rboles jovenes de balsa poseen un sistema radical poco profundo.
Alrededor de los 7 afios, los arboles desarrollan una raiz pivotante, lo que
causa que el centro del arbol se vuelva supersaturado de agua. Los arboles

de gran tamafno a menudo tienen contrafuertes moderados. (Beihefle, 1990).

Debido a su tasa de crecimiento inusualmente alta, la balsa tiene la
capacidad de concentrar en el tallo la mayoria de la energia asignada a la
produccion de madera mediante la produccion de pocas ramas y de hojas
grandes y sencillas con peciolos en forma de ramas. La ramificacion sigue el
patron de Koriba, en el cual vastagos de tamafo inicialmente igual se
desarrollan en cada nudo, y luego uno de los vastagos adquiere dominancia y
asume una posicion erecta para convertirse en el lider. La balsa produce tres
ejes en cada nudo, uno para el lider y dos para las ramas. (K. Francis, John,
2002).

1.4.1.6 Usos de la madera

El duramen de la balsa es de color marrdn claro 6 marrén rojizo y la
albura que provee la mayor parte de la madera comercial es de color blanco a
moreno claro. La madera de la balsa es de una textura de mediana a gruesa,

lustrosa, de fibra recta y sin anillos anuales. (K. Francis, John, 2002).

La madera de balsa se seca rapidamente. El secado al horno, en
particular con provisiones de mayor grosor, rinde un producto mucho mejor
gue el secado al aire. La madera de balsa tiene un 92 por ciento de aire en
espacios y tiene una conductividad termal muy baja. (K. Francis, John, 2002).
A pesar de poseer fibras cortas al igual que la mayoria de otras especies de
madera dura, la madera de balsa se ha usado de manera limitada para la
produccion de pulpa y papel. En muchos de sus usos tradicionales, tal como

boyas para la pesca y salvavidas. (Beihefle, 1990).
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La madera de balsa tiene un contenido de lignina relativamente bajo
(26,5 %). Se usa también como material aislante masivo y libre de fuerzas

electrostaticas en barcos para transporte criogénico. (Beihefle, 1990).

Es posible que el hecho de que es un material organico que no
contamina el medio ambiente ayude a mantener la demanda en el futuro. La
balsa se cultiva a veces como una planta ornamental debido a sus grandes
hojas y flores. La balsa se usa a menudo como una especie indice en
investigaciones de las propiedades fisicas de maderas y su susceptibilidad a
la pudricién y los insectos. (K. Francis, John, 2002).

1.4.2 Cultivo in vitro

El cultivo in vitro de plantas o tejidos vegetales se define como el
cultivo sobre un medio nutritivo, en condiciones estériles de partes de una
planta, semillas, embriones, 6rganos, explantes, tejidos, células vy
protoplastos. Se caracteriza porque ocurre a micro escala sobre una
superficie pequefa; se optimizan las condiciones ambientales refiriéndose a
los factores fisicos, nutricionales y hormonales; ademas se elimina por
completo la presencia de microorganismos y organismos patégenos o plagas.
(Pierik.R, 1990).

Esta técnica constituye una herramienta de propagacion vegetativa y al
igual que en otros casos, la descendencia presenta las mismas caracteristicas
que la planta madre, es decir, son clones de la planta de la cual se originaron,
hecho que no ocurre por la via sexual donde se originan individuos Unicos
(Abdelnour.A, 1994).El éxito de esta técnica radica en la capacidad de
desdiferenciar a las células del explante y devolverles su capacidad de

multiplicarse y especializarse en cualquier tipo de tejido. (Cubero.J, 2003).

Cuando no se realiza el estudio con todo el ser vivo sino con solamente
una parte del mismo, se utiliza el término explante para indicar la parte del

organo 0 tejido vegetal que se cultiva in vitro. A la dificultad de reproducir las
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condiciones naturales en condiciones de laboratorio, se debe afadir en este
caso la dificultad de suministrar al explante todo aquello que antes obtenia del
sistema completo. En resumen, el cultivo in vitro de plantas es una técnica que
exige un control especifico del ambiente, tanto fisico como quimico, en el que
se sitla al explante. Conviene, por tanto, conocer cuéles son los principales
factores que conforman dicho ambiente y que deberan ser controlados (Castillo
A, 2004).

El cultivo in vitro de tejidos vegetales presenta una serie de ventajas,
frente a los métodos de propagacion convencionales, entre estas se pueden
incluir: obtencion de miles de plantas a partir de una planta madre; reduccion
del tiempo necesario para la multiplicacion de una planta; reduccion de las
areas fisicas empleadas para la multiplicacién, asi como la reduccion de
costos; estricto control sobre las condiciones de sanidad del material
multiplicado; facilidades en el transporte de material vegetal incluso de un pais
a otro, pues las restricciones aduaneras son mucho menores y la posibilidad de
reproducir especies de las cuales existan pocos individuos. (Roca W, Mroginski
L, 1993).

Las plantas que se escogen para someterlas a un tratamiento en
condiciones in vitro son seleccionadas utilizando juicios como: especies dificiles
de propagar, especies con problemas de regeneracion in vivo, especies que al
ser propagadas aumentan su valor comercial o especies a las cuales se

pretende aplicar ingenieria genética.

Las técnicas de cultivo in vitro pueden agruparse en cinco etapas
claramente definidas: la etapa cero en la que se selecciona el material vegetal
con el que se va a trabajar; la etapa uno o de establecimiento, en la cual en la
que se establece un cultivo primario; la etapa dos o de multiplicacion, en la que
se busca obtener la mayor cantidad de plantulas; la etapa tres o de
enraizamiento, donde se busca volver a la planta autotrofica y capaz de
sobrevivir en condiciones de campo y la etapa cuatro o de transferencia final al
campo. (Roca W, Mroginski L, 1993).
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1.4.2.1 Seleccion del material vegetal.

Para poder establecer el cultivo en condiciones de asepsia, se deben
obtener explantes con un nivel nutricional y un grado de desarrollo adecuado.
Para obtener estos explantes es recomendable mantener a las plantas madre,
es decir la planta donadora durante un periodo de tiempo que puede oscilar
entre unas semanas O varios meses en un invernadero bajo condiciones
controladas. En ese ambiente se cultiva la planta en condiciones sanitarias
Optimas y con un control de la nutricién y riego adecuados para permitir un

crecimiento vigoroso y libre de enfermedades (Castillo A, 2004).

1.4.2.2. Etapa de desinfeccion.

Uno de los principales factores que contribuyen al establecimiento de
cultivos aseépticos es la desinfeccién exitosa de la superficie del explante a
emplearse, debido a que si sobre el explante persiste algliin microorganismo, ya
sea hongo a bacteria, estos destruirian el cultivo pues compiten con el explante
por los nutrientes del medio, siendo ellos mas exitosos por sus altas tasas de

multiplicacion y desarrollo acelerado. (Roca W, Mroginski L, 1993).

En general, el proceso de esterilizacion puede resumirse en los

siguientes pasos:

+ Lavado del material con agua corriente, para retirar restos de tierra u

otras particulas (opcional).

« Eliminacion de las partes muertas e infectadas de la planta.

+ Introduccion de la porcion de planta en alcohol diluido al 70% durante

unos segundos.

« Sumergir la planta en una solucion de hipoclorito de sodio (por ejemplo

al 1%) con un agente tensoactivo (por ejemplo Tween 20 o Tween 80),
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durante 10-15 minutos. La fuente mas utilizada de hipoclorito de sodio
es el cloro comercial. Este contiene un 5% de hipoclorito de sodio como

agente activo.

« Enjuague del material con agua estéril para eliminar la solucion de
hipoclorito de sodio. El enjuague debe tener lugar bajo condiciones de
asepsia, y suele realizarse en tres veces sucesivas de 2 minutos cada

una.

Otro agente esterilizante es el cloruro de mercurio, el cual se disuelve en
agua a una concentracion de 0,01-0,05 (p/v). ElI material vegetal esta en
contacto con el producto durante 2 a 12 minutos, para ser enjuagado con agua
estéril al final del proceso. Este producto debe utilizarse bajo medidas de
seguridad, ya que es nocivo para la salud (Pierik.R, 1990).

Mientras se realiza la desinfeccion debe buscarse eliminar la totalidad
de microorganismos sin afectar la integridad del explante y su viabilidad. No es
posible establecer un mismo protocolo de desinfeccidn para cualquier explante
de cualquier especie, éste debe ser disefiado en funcién de varios factores.
(Roca W, Mroginski L, 1993).

1.4.2.3 Medio de cultivo

Una vez que se ha determinado el objetivo de cultivo in vitro es
necesario seleccionar un medio de cultivo que contenga todos los elementos

necesarios para obtener la respuesta deseada. (Roca W, Mroginski L, 1993).

Un medio de cultivo debe ser fuente de carbono, nutrimentos
minerales, vitaminas, agente gelificante, reguladores de crecimiento entre otros

compuestos. (Roca W, Mroginski L, 1993).

La fuente de carbono es muy importante porque escasos cultivos son

autétrofos en condiciones in vitro, es por ello que el medio de cultivo debe
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incluir una fuente de carbono como la sacarosa 0 cualquier otro azucar. En
cuanto a los nutrimentos minerales se deben incluir macroelementos (C, H, O,
P, K, N, S, Cay Mg) y microelementos (B, Zn, Mn, Cu, Mo, Fe, CI). (Roca W,
Mroginski L, 1993).

Las vitaminas son un elemento mas del medio de cultivo pero no son
indispensables. En lo que se refiere al agente gelificante, la cantidad del mismo
estd en funcion de la clase de medio de cultivo que se desee preparar,
usandose concentraciones desde un 0.6% hasta un 1%. Entre los reguladores
de crecimiento a usarse de modo mas comun estan las auxinas (2,4-D, ANA,
AlA, AIB), las citoquininas (KIN, BAP, ZEA) y las giberelinas (AGs), estas
pueden usarse por separado o juntas guardando un balance de acuerdo a lo

que se pretenda obtener del cultivo. (Roca W, Mroginski L, 1993).

Existen ademas otros componentes que pueden o no incluirse en el
medio de cultivo, entre ellos se encuentran: el agua de coco, extracto de
levadura, extracto de tubérculos de papa, glicina o cisteina como fuentes de
nitrdgeno, asi como otros aminoacidos. (Roca W, Mroginski L, 1993)

1.4.2.4 Fase de establecimiento

Una vez que se cuenta con el material vegetal desinfectado y los
medios de cultivo preparados y estériles se da inicio a la etapa de
establecimiento, en la cual el explante es introducido en el medio de cultivo
bajo condiciones de asepsia total, generalmente en cabinas de flujo laminar
gue reduzcan al minimo las posibilidades de contaminacion del explante o del
medio de cultivo. Luego de esta operacion los frascos que contienen a los
explantes son llevados a la sala de incubacion donde permaneceran hasta
presentar algun cambio, necrosis o contaminacion. (Roca W, Mroginski L,
1993).
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1.4.2.4 Fase de multiplicacién

Durante esta fase se espera que los explantes que sobrevivan a la fase
de desinfeccién e introduccion, originen brotes (de procedencia axilar o
adventicia) con varias hojas. En la base de cada hoja hay una yema que se
desarrollard luego de ser puesta en contacto con el medio de -cultivo.
Periédicamente estos nuevos brotes se deben subcultivar en un nuevo medio
mediante divisiones y resiembras en tubos de cultivo u otros recipientes
adecuados. Estas operaciones se realizan en la cdmara de flujo laminar o en
un lugar aislado que nos permita mantener las condiciones de asepsia. De esta
forma aumenta el nimero de plantas en cada repique o division de las plantas.
El nUmero de plantas que se obtiene dependera de la especie vegetal y de las
condiciones del medio de cultivo. El nimero de plantas que se obtiene por la
via de la micropropagacion permite alcanzar incrementos exponenciales,
considerando que todos los factores que afectan el crecimiento hayan sido
optimizados (Castillo A., 2004).

1.4.2.5 Fase de enraizamiento

El proceso de enraizamiento en los brotes propagados in vitro requiere
generalmente del transplante a un medio de cultivo con menor concentracion
de sales. Por ejemplo, el medio Murashige&Skoog (MS) diluido al 50% ha dado
resultados positivos en diferentes especies. Asi mismo, se requiere cambiar el
balance hormonal, esto es disminuir las citoquininas y aumentar las auxinas
exdgenas. En algunas especies, es suficiente la eliminacion de las citoquininas
exdgenas para estimular la diferenciacion del sistema radical. (Roca W,
Mroginski L, 1993).

Los brotes obtenidos durante la fase de multiplicacion se transfieren a un
medio libre de reguladores de crecimiento o que solo contenga hormonas del
tipo auxinas. Algunas especies de plantas no necesitan pasar por esta etapay

emiten sus raices en el mismo medio de cultivo donde desarrollan yemas
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nuevas, por lo tanto el proceso de multiplicacion y enraizamiento transcurren en

forma simultanea. (Castillo, A. 2004).

1.4.2.6 Aclimatacion de los explantes enraizados

Los explantes recién enraizados son muy sensibles a los cambios
ambientales, de manera que el éxito o el fracaso de todo el proceso dependen
de la aclimatacion. Tanto si los explantes son enraizados in vitro como ex vitro,
en el momento en que se extraen los explantes de los recipientes de
enraizamiento estan poco adaptados a crecer en un invernadero, ya que estos
explantes han enraizado y crecido en ambientes con una humedad relativa muy
elevada y generalmente tienen estomas que no estan muy bien adaptados para
responder al descenso de la humedad relativa, demasiado lentos para evitar la

desecacion del explante. (Castillo A, 2004).

Por otra parte crecer en ambientes tan hiumedos también suele implicar la
falta de una cuticula cérea bien desarrollada, la barrera para evitar la pérdida
de agua a lo largo de toda la superficie de la planta. Los explantes deben ser
aclimatados a las condiciones de humedad del invernadero disminuyendo
progresivamente la humedad relativa e incrementando progresivamente la
intensidad de luz. (Castillo A, 2004).

1.4.3 Factores que influyen en el cultivo  in vitro

1.4.3.1 Material vegetal

En condiciones adecuadas las plantas madre de las cuales se utilizara
su material vegetal debieron haber permanecido en un estricto cuidado tanto en
invernadero manteniendo las condiciones fitosanitarias; como en camaras de
ambiente controlado, sin embargo la mayoria de cultivos deben realizarse con

explantes cultivados en el campo que pueden poseer contaminacion endbgena,
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lo que lleva consigo un gran riesgo de contaminacion, por lo que es ineludible si

se utiliza este tipo de explantes:

» Impedir el contacto de la planta con insectos mediante la aplicacion de

insecticidas ya que estos son vectores de enfermedades.

» Utilizar fungicidas y bactericidas para controlar la proliferacion de hongos

y bacterias.

» Conservar la humedad tan baja como sea posible en el invernadero.

* Permitir a las plantas madre que seran las donadoras de los explantes
utilizados in vitro, secarse parcialmente antes de iniciar la esterilizacion

y el aislamiento.

* No mojar las plantas al regarlas, es decir afiadir el agua directamente a
la maceta donde se encuentra la planta, ya que el agua es un elemento
importante para la reproduccion y propagacion de microorganismos por

que puede funcionar como vector de contaminacion (Pierik.R, 1990).

La seleccion del material vegetal adecuado extraido de la plana
donadora, constituye una etapa transcendente en el proceso de cultivo in vitro
ya que de esto depende en gran manera el éxito del desarrollo vegetal por lo
que se requiere en lo posible que el material sea lo mas homogéneo, es decir
sano con un fenotipo adecuado y en un estado fisioldgico adecuado. Si el
explante es obtenido de una planta donadora adulta existen otras variables que
considerar como: respuesta fisiologica, exudacion de fenoles, contaminacion
enddgena, porque esto repercutir sobre la division celular y la regeneracion in
vitro (Pierik R., 1990).
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1.4.3.2 Factores quimicos

Agua

El agua constituye un elemento importante en el proceso de preparacion
de medios de cultivo por que representa el 95% de la composicion del medio
por ello es necesario que sea sometida a un proceso de destilacion (Pierik.R,
1990). El destilador remueve minerales y componentes organicos del agua.
(Mejia. R, 1987).

Usar agua corriente para condiciones in vitro provoca efectos negativos,
porque puede contener contaminantes organicos o microorganismos, iones de
calcio que afectarian la composicion del medo de -cultivo precipitando

componentes el mismo. (Pierik.R, 1990).

El almacenamiento del agua debe realizarse en recipientes de
polietileno, ya que el vidrio posee trazas de plomo, sodio y arsénico que

pueden pasar al agua (Pierik.R, 1990).

Agar

Los beneficios del agar es que no es reactivo con los componentes del
medio de cultivo y no es digerido por enzimas de los tejidos de la planta. El
agar no se gelifica en bajas condiciones de pH (pH < 4.5), la concentracion de
agar comunmente usada en los medios de cultivo es entre 0.5% y 1%. La
concentracion de agar puede ser critica para la respuesta de la planta en el
cultivo, si el medio es demasiado suave puede producir una hiperhidratacion
(anormal glaseado) o si el medio es muy duro puede producir reduccion en el

crecimiento. (Sathyanarayana. B, 2007).

Agar es el agente solidificante comunmente mas utilizado, la alga marina

roja contiene un polisacéarido estructural Agar, que contiene dos componentes:
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agarosa y agaropectina. Cuando el agar es mezclado con el liquido forma el gel
que se mezcla a una temperatura de 100°C y se solidifica a una temperatura de
45°C. (Sathyanarayana. B, 2007).

AzUcar

El azucar es un componente importante de los nutrientes del medio y es
esencial para el crecimiento y el desarrollo in vitro. Los tejidos verdes no son
suficientemente autotroficos en condiciones in vitro. La concentracion de CO,
también puede ser limitada por la fotosintesis, por ello la poca concentracion de
CO; en los recipientes que contienen los explantes in vitro puede convertirse en
toxica. Una concentracion de 1 a 5% de sacarosa (disacarido) es usualmente
usada in vitro. (Pierik. R.L.M., 1997).

La concentracién escogida de azucar para utilizarse es dependiente del
tipo y la edad de crecimiento del material vegetal, generalmente el crecimiento
y el desarrollo incrementa con el aumento de la concentracion de azucar, y un
decrecimiento del explante con altas concentraciones de azucar (Pierik. R.L.M.,
1997).

Nutriciébn mineral

Las necesidades nutricionales de las plantas se separan en dos grandes
grupos: nutrientes organicos e inorganicos. Los nutrientes organicos
representan el 90 y 95% del peso seco de las plantas y estan constituidas por
los elementos carbono, oxigeno e hidrogeno obtenidos a partir del CO, de la
atmosfera y del agua del suelo. El restante 5 — 10%, constituye la denominada
fraccion mineral que desempefia un papel importante en el metabolismo de las
plantas que tienen que ver con su absorcion, asimilacion y transporte. (Azcon.J,
Talon. M, 2000).

Los micronutrientes son esenciales y se encuentran en bajas

concentraciones en las plantas, la mayoria de ellos corresponde a

21



constituyentes enzimaticos y por ellos son necesarios en pequefias cantidades.
Los macronutrientes son elementos constituyentes de biomoléculas
estructurales, tales como proteinas, lipidos o carbohidratos, o acttan como
osmolitos. (Azcon.J, Talon. M, 2000).

Reguladores de crecimiento

Los reguladores de crecimiento u hormonas no son nutrientes, pero
influyen en el crecimiento y el desarrollo. Ellos son producidos naturalmente en
las plantas en los medios de cultivo no son generados en cantidades
suficientes, por lo que deben ser afiadidos selectivamente al medio del cultivo.
Auxinas, Citoquininas, Giberelinas, Etileno y muchas otras sustancias son
usadas como hormonas y reguladores de crecimientos. Generalmente se dice
que las auxinas promueven el alargamiento celular y la iniciacion del
enraizamiento. En cambio las citoquininas promueven la division celular y a
promover la formacién de brotes. Y estos efectos implican un rango de
interaccion entre auxinas y citoquininas. Estas hormonas también interactian
con otros compuestos quimicos que también son afectados por factores

ambientales, como la luz y la temperatura. (Kyte.L, Kleyn.J, 2003).

Es importante que el medio de cultivo contenga el tipo correcto de
hormona y concentracion correcta de hormona variante para cada planta que
se inocule en un medio de cultivo. Ocasionalmente los medios de cultivo
pueden inducir que los explantes se habitien a perder la necesidad de
hormonas. (Kyte.L, Kleyn.J, 2003).

1.4.4 Auxinas
La palabra auxina proviene del griego auxein que quiere decir aumentar

O crecer y su estructura quimica se dedujo en 1930: acido indol acético.
(http://lomv_fcien_edu.uy, 2002).
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La auxina natural de mayor distribucién es el acido 3-indolacético (AlA),
aun cuando el &cido 4-cloroindol-3-acético ha sido aislado de plantas
superiores. En general este grupo de hormonas afecta otras caracteristicas

fisiologicas, ademas de la elongacion. (Kurina, disponible:bd.unsl.edu.ar, 2009).

Auxinas naturales

CH, —COOH cl CH, —COOH
N N
N N
\ \
H H
Acido indol-3-acético Acido 4-cloroindol-3-acético
(AIA) (4-CI-AIA)

Figura 2.- Auxinas naturales , tomado de: (Kurina,
disponible:bd.unsl.edu.ar, 2009)

1.4.4.1 Sintesis y degradacion

Aunque las auxinas se encuentran en todos los tejidos de la planta, una
mayor concentracion ocurre en las regiones que estan en crecimiento activo.
La sintesis de IAA ocurre principalmente en meristemos apicales, hojas jovenes
y frutos en desarrollo. Plantulas de Arabidopsis pueden sintetizar IAA en hojas,
cotiledones y raices, siendo las hojas jovenes las de mayor capacidad sintética.
(Jordan. M, 2006).

Las plantas usan dos rutas biosintéticas para producir IAA, una
dependiente del triptéfano (Trp) y otra independiente de él, siendo la primera la
mas importante y de la que se tiene mas informacion. La sintesis de Trp es una
de las mas complicadas entre todos los aminoéacidos, involucrando cinco pasos
desde corismato. (Jordan. M, 2006).
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1.4.4.2 Efectos fisiolégicos de las auxinas

Crecimiento y formacion de raices

Debido a que las auxinas influencian tanto la division, como el
crecimiento y diferenciacion celular, estan involucradas en muchos procesos
del desarrollo, en algunos de ellos interactuando con otras fitohormonas. Uno
de los ensayos que caracterizan el efecto de auxinas en el desarrollo es la
regulacion del crecimiento radicular el cual es definido desde el desarrollo
embrionario. Mientras las auxinas estimulan el crecimiento de los tallos y
coleoptilos, inhiben el crecimiento de la raiz primaria, pero estimulan la
formacion de raices secundarias. La concentracion Optima para promover
elongacion de tallos es entre 10° y 10° M, sin embargo, en raices esta
concentracion es muy alta y retarda su crecimiento. Las auxinas ademas
promueven la biosintesis de la hormona etileno que inhibe el crecimiento
radicular. (Jordan. M, 2006).

Crecimiento y elongacion celular.

Las auxinas promueven el crecimiento de las plantas principalmente por
un aumento de la expansion celular. Las auxinas también inducen la sintesis de
giberelinas, hormonas que promueven el crecimiento del tallo, por lo que las

auxinas también estimularian el crecimiento en forma indirecta.

1.4.5 Citoquininas

Las citoquininas son un grupo de fitorreguladores que gobiernan la
divisién celular y la diferenciacion en tejidos vegetales, participan en el control
del desarrollo y la senescencia. Se definen como citoquininas a los compuestos
naturales o de sintesis que en presencia de adecuadas concentraciones de
auxinas inducen la division celular en cultivos de tejidos vegetales. (Kurina,
disponible:bd.unsl.edu.ar, 2009).
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Figura 3.-Estructura de las citoquininas , tomado de: (Kurina,
disponible:bd.unsl.edu.ar, 2009)

La primera citoquinina natural fue aislada de Zea mays (maiz) por lo que
se la denominé zeatina (Z) 6-(4-hidroxi-3-metil-2-trans-butenoamil) purina
(Letham, D. 1963). Posteriormente se aislaron 9-B-D-ribofuranosilzeatina ([9R]
Z) y su 5-monofosfato (Letham, D. 1973). (K. Francis, John, 2002).

Las citoquininas pueden encontrarse en las plantas como bases libres o
formando conjugados con diversos compuestos quimicos que se unen al anillo

de purina o a la cadena lateral. (Azcén.J, Talén. M, 2000).

1.4.5.1 Fenilureas (actividad de citoquininas)

Estos compuestos son citoquininas sintéticas, aunque la 1,3-difenilurea
fue aislada de la leche de coco (endospermo liquido), su identificacibn como
citoquinina natural es cuestionada ya que no se encontrd nunca mas en
extractos vegetales. La fenilurea més utilizada como citoquinina sintética es el

thidiazuron. En algunas plantas, inicialmente registrado como un defoliante del
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algoddn, es mas efectivo que las citoquininas naturales en la promocion del
desarrollo de yemas axilares, o la diferenciacion de yemas adventicias en
cultivos in vitro. (Azcén.J, Talon. M, 2000).

Figura 4.- Estructura de Fenilureas con actividad Citoquinina (A) vy
estructura de la anticitoquinina 4-ciclopentilamino -2-metiltiopirrolo [2,3-
d]-pirimidina (B) , tomado de: (Azcén.J, Talon. M, 2000).

1.4.5.2 Sintesis de citoquininas

Segun su origen se pueden distinguir dos tipos de citocininas: aquellas
naturales generadas por las plantas y otras artificiales, sintetizadas por el
hombre. Todas las citoquininas naturales se generan a partir de DMAPP (via
del acido mevaldnico y 5’-AMP y su sintesis acontece principalmente en la raiz,
aunque también en el meristema apical y en semillas inmaduras (Kakimoto.T,
2003).La mayoria de las citoquininas naturales y artificiales conservan la base
adenina, aunque a las segundas se les ha ligado diversas moléculas,
generandose asi, por ejemplo, la benciladenina (BA) o la furfurilaminopurina
(kinetina). (Kurina, disponible:bd.unsl.edu.ar, 2009).
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Posteriormente fue sintetizado otro tipo totalmente diferente de
estructura, sin la base adenina, con accién biolégica idéntica a las citoquininas
como el thidiazuron (TDZ). Los reguladores sintéticos como BA, kinetina o TDZ,
son mas potentes que las hormonas naturales enddgenas (zeatina, trans-
zeatina o isopentiladenina), debido no sélo a sus particularidades especificas,
sino también a que, salvo algunos reportes contrarios, las artificiales no pueden
ser degradadas o metabolizadas por el tejido. TDZ es considerado uno de los
inductores mas potentes en la formacion de nuevos brotes o embriones
somaticos tanto en plantas lefiosas como herbaceas (Huettman.C, Preece.J,
1993).

1.4.6 Thidiazuron

Thidiazuron fue desarrollado originalmente por Schering AG para su
utilizacion como defoliante para Gossypium hirsutum L. (algodon), pero Mok en
1982 encontré una dependencia como citoquinina en Phaseolus lunatus L.
(frijol lima), la formacion de callo fue estimulada cuando bajas concentraciones
de TDZ fueron afadidas al medio de cultivo en condiciones in vitro. El
Thidiazuron es més activo que la zeatina para la estimulacion del crecimiento
de callo en Phaseolus. Y ademas mas efectivo utilizdandolo en bajas
concentraciones comparado con otras citoquininas. (Huettman.C, Preece.J,
1993).

Investigaciones realizadas en la literatura reciente se encontré que mas
de 825 informes de el uso de la citoquinina sintética como regulador del
crecimiento vegetal: thidiazuron (TDZ: N-fenil-N’ - 1, 2,3-thidiazol-5- ilurea),

para la induccion de la regeneracion de plantas in vitro. (Maxwell.P, 2007).

El TDZ es una fenilurea sustituta(N-phehil-N-1, 2,3-thidiazol-5-ilurea) es
usada como un herbicida sintético y como un regulador de crecimiento para
plantas y posee un alto rango de estimulacion para la proliferacion de brotes
axilares en muchas especies maderables. Promueve la proliferacién de yemas

laterales y estimula la formacion de brotes en una amplia variedad de especies.
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El TDZ promueve el crecimiento debido a su actividad biolégica que es similar
a una citoquinina N-sustituida y también induce a la sintesis y acumulacion de

citoquininas endogenas. (Zahoor.A, Faheem.A, 2009).

Las respuestas morfogénicas que se han encontrado respecto al TDZ
son actividades similares a las de las citoquininas, por ejemplo promover la
liberacion de brotes laterales que se encuentra en etapas de latencia y la
formacion de brotes en una amplia variedad de especies de plantas. El
mecanismo de accion del TDZ es aun desconocido, sin embargo hay dos
hipbtesis en este sentido, es posible que el TDZ promueva directamente el
crecimiento debido a su actividad biolégica de una manera similar a las
citoquininas N6 sustituidas o es posible que induzca la sintesis y/o acumulacion
de citoquininas endégenas. Este Ultimo concepto estd basado en los efectos de
alta capacidad del TDZ en inducir citoquinina dependencia en regeneracion de
brotes y en la modulacion de los niveles enddgenos de citoquininas. (Visser.C,
Javed.A, Gill R, 1992).

El TDZ puede estimular la conversidon de los nucleétidos de citoquinina a
nucleosidos biologicamente mas activos, por esto recibido mas atencion en los
ultimos afos debido a su habilidad de promover la regeneracion in vitro en
muchas especies dicotiledoneas. Particularmente en la regeneracion in vitro en
especies lefiosas recalcitrantes. El TDZ es capaz de inducir la produccién no
solo brotes adventicios y/o axilares a través del proceso de organogénesis, sino
también, embriogénesis somatica en muchas especies dicotiledoneas. (Shan.X,
Li.D, Qu.R, 2000).

Bajas concentraciones de TDZ (<1uM) induce una mayor proliferacién
axilar comparado con otras citoquininas, sin embargo, el TDZ puede inhibir la
elongacion de los brotes, en muchos de los casos es necesario transferir los
brotes aun medio que contenga bajos niveles de TDZ y/o sin actividad de
citoquininas. (Huettman.C, Preece.J, 1993).

Concentraciones mayores que 1 pM de TDZ puede estimular la

formacién de callo, brotes adventicios o embriones somaéticos.
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Subsecuentemente el enraizamiento de los microbrotes generados pueden ser
no afectados o ligeramente inhibidos por la exposicién al TDZ. (Huettman.C,
Preece.J, 1993).

1.4.6.1 Actividad quimica de TDZ

El Thidiazuron (N-fenil-N’-1, 2,3-thidiazol-5-ilurea) es uno de muchos
urea sustituto que han sido investigados por su actividad semejante a la
citoquinina. El Thidiazuron es una de las mas potentes difenilireas que se han
evaluado para el cultivo de tejidos vegetales. Thidiazuron es muy soluble en
DMSO (Dimetilsulfoxido) y DMF (N, N-dimetilformamida), ligeramente soluble
en agua. Muchas publicaciones reportan el uso de DMSO como solvente para
TDZ. (Huettman.C, Preece.J, 1993).

Al adicionar 1 ml de una solucion 1N de KOH es suficiente para
solubilizar en grado técnico el TDZ, esto para preparar 100 ml de una soluciéon
stock de TDZ con concentracion 1mM. El TDZ se lo expone a la solucion de
KOH 1N por lo menos un minuto, entonces se afladen 99 ml de agua destilada
0 agua desionizada para llevar la solucién al volumen calculado, y debe ser
refrigerado. No existe degradacién del TDZ utilizando este método. En cambio,
usando una soluciéon de NaOH 1N se requiere de 3 horas de hervido para
hidrolizar completamente el TDZ y conservarlo a 50°C, obteniendo la mitad de
la actividad del TDZ si se exceden los 7 dias de su uso. (Huettman.C, Preece.J,
1993). También se utiliza etanol diluido al 50% como solvente para el TDZ que
puede ser incorporado al medio de cultivo y retener su alta actividad incluso

luego del autoclavado (Khawar.K, 2004).

El uso excesivo de KOH en los medios de cultivo, pueden convertir en
alcalino al medio de cultivo cuando el stock de TDZ es afadido los nutrientes
pueden precipitar. A diferencia de otras citoquininas que forman una solucién
clara con el KOH 1N. 1mM de TDZ forma una solucion de color marron clara.
Las soluciones pueden ser refrigeradas por o menos un mes sin perder

actividad, estas soluciones pueden tener concentraciones tan bajas como
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10pM utilizadas en cultivos de brotes de Acer saccharinum L (arce plateado).
(Huettman.C, Preece.J, 1993)

1.4.6.2 Proliferacion de brotes axilares usando TDZ

TDZ es seleccionado para la micropropagacion de especies lefiosas por
su enorme capacidad de estimular la proliferacién de brotes. Explantes de
algunas especies lefiosas; especialmente arboles que tienen un habito de
crecimiento natural monopodial, las citoquininas comunes usadas en
condiciones in vitro no tienen el suficiente poder para ser utilizadas en estas
especies. El thidiazuron ofrece una alternativa que con frecuencia aumenta la
produccion de brotes en éstas especies superiores. (Huettman.C, Preece.J,
1993).

Se usa TDZ para micropropagacion clonal por que no solo estimula la
proliferacion de brotes axilares, sino también la formacion de callo y
organogénesis. Los altos niveles de produccion son frecuentemente deseables
para tener una eficiente micropropagacion que pueden incluir brotes

adventicios y axilares. (Huettman.C, Preece.J, 1993).

1.4.6.3 Dosis utilizada de TDZ

Concentraciones extremadamente bajas de TDZ estimulan la
proliferacion de brotes axilares de muchas especies lefiosas. Las
comparaciones entre TDZ y otras citoquininas en concentraciones equimolares
complican el andlisis estadistico porque diferentes citoquininas tienen similar
efectividad en rangos de (1 a 10 uM), el mismo rango utilizado con TDZ
promueve la formacion de callo y la interrupcién del crecimiento del brote.
Cuando se disefia experimentos de micropropagacion es necesario utilizar un
bajo rango de TDZ comparado con otras citoquininas. (Huettman.C, Preece.J,
1993).
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La razon por la cual se tiene una alta o baja actividad del TDZ en la
micropropagacion de plantas lefiosas no ha sido aun investigada a nivel
molecular. (Mok.M.C, 1987).

1.4.6.4 Combinacion de reguladores de crecimientov ~ egetales con TDZ

La adicibn de TDZ a un medio que contiene BA incrementa la
proliferacion de brotes. Es interesante la combinacion de citoquininas en la
proliferacion de brotes que al ser usadas individualmente. Esto puede ser
indicado por la absorcién, reconocimiento efectuado por las células o los
mecanismos de accién de las citoquininas. La interaccién que ocurre entre dos
compuestos para obtener la misma respuesta morfolégica en plantas amerita

mas estudios. (Huettman.C, Preece.J, 1993).

1.4.6.5 Formacion de callo usando TDZ

Para el crecimiento de callo e inducir variacion somaclonal, para
estudios fisiologicos; el thidiazuron es una potente citoquinina para promover la
formacion de callo a partir de especies lefiosas, especialmente cuando se usa

concentraciones mayores a 0,1 uM. (Huettman.C, Preece.J, 1993).

Altas concentraciones de TDZ estimulan la formaciéon de callo en
muchas especies lefiosas, frecuentemente a expensas de la proliferacion de
brotes axilares. Por ejemplo, altas concentraciones de TDZ (1 — 50 uM)
producen callos no friables en un estudio realizado en nogal a expensas del
crecimiento de brotes axilares, concentraciones =21 uM de TDZ estimulan la
formacion de callo en maple plata, pero inhiben el crecimiento de brotes
axilares; cultivos de maple plata producen grandes cantidades de callo los
cuales tienen muchos brotes. (Huettman.C, Preece.J, 1993).

Adicionalmente, altas concentraciones de TDZ (100nM) produce gran
cantidad de callo y a la vez alto numero de brotes axilares a partir de explantes
de nogal negro y ademas es posible inhibir la formacién de callo con
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concentraciones extremadamente altas de TDZ (1000 pM), pero esta
concentracion a la vez puede ser letal. (Huettman.C, Preece.J, 1993).

1.4.6.6 Organogénesis inducida por TDZ

Aunque la produccion de brotes adventicios es generalmente indeseable
en la micropropagacion clonal, esto representa una gran oportunidad para
regenerar plantas a partir de estos tejidos manipulados a través de la

biotecnologia. (Huettman.C, Preece.J, 1993).

Bajas concentraciones de TDZ pueden estimular solo la formacién de
brotes axilares, altas concentraciones pueden resultar en la produccion de
brotes adventicios y axilares. Los explantes mas comunes para la regeneracion
adventicia en especies lefilosas son los cotiledones que provienen de semillas
maduras o inmaduras Yy tejidos de hoja provenientes de cultivos in vitro. Las
semillas son usadas como explantes en las especies leflosas porque
investigadores han tenido gran éxito con su regeneracion. Las plantas lefiosas
han sido segregadas por sus caracteristicas fenotipicas cuando fueron
propagadas por semilla. Los explantes (cotiledones), no son ideales para
asegurar la uniformidad y las caracteristicas que se desean tener en las plantas
adultas. (Huettman.C, Preece.J, 1993).

1.4.6.7 Brotes transgénicos con TDZ

Thidiazuron se esta convirtiendo en parte integral de la regeneraciéon
después de la insercion de genes extrafios en algunas especies lefiosas. La
razon de un pretratamiento fue promover la formacion de regiones
meristematicas e incrementar la receptividad de los tejidos; todo esto previo a
los bombardeos en los que se utiliz6 particulas de oro cubiertas de ADN.
(Huettman.C, Preece.J, 1993).
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1.4.6.8 Enraizamiento (TDZ)

El enraizamiento de microbrotes puede ser dificultoso por que conllevan
consigo el efecto de la citoquinina en el medio de cultivo usado para la
proliferacion de brotes, este caso puede presentarse al usar una citoquinina tan
potente como el TDZ, aunque la mayoria de especies de TDZ no inhiben la

formacion raices adventicias una vez que los brotes son trasplantados.

1.4.6.9 Elongacion (TDZ)

El TDZ puede inhibir la elongacion de los brotes que se generan en
condiciones in vitro, la elongacién de brotes adventicios se da de mejor manera
cuando se combina 0,01 o 0,1 uM de TDZ combinado con 100 uM de BA o
zeatina. El problema de la elongacion de los brotes puede tratarse con el
traspaso de los brotes a un nuevo medio de cultivo que no contenga TDZ o con
un diferente balance en los reguladores de crecimiento. (Huettman.C, Preece.J,
1993).

1.4.6.10 Vitrificacion (TDZ)

Las plantas hiperhidricas o vitrificadas se caracterizan por una
apariencia acuosa y transparente de sus tejidos. Este fendbmeno es frecuente y
relacionado con la acumulacién de etileno, concentracion o tipo del agente
gelificante, composicion del medio de cultivo, el incremento de la concentracion
de TDZ puede incrementar la incidencia de vitrificacion. Algunos clones son
mMAas propensos a este problema que otros, si los cultivos son mantenidos
normalmente, los brotes elongan y pierden su apariencia vitrificada. Es mucho
mejor esperar por la elongaciéon de los brotes por que estos enraizan y se
aclimatan mas facilmente que siendo pequefios y vitrificados, el uso de un
segundo medio de cultivo promueve la proliferacion y controla la vitrificacion
relacionada con el TDZ y también favorece al enraizamiento. (Huettman.C,
Preece.J, 1993).
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1.4.6.11 Fasciacion de Brotes (TDZ)

Un fendmeno comun relativo al uso prolongado de TDZ es la fasciacion
de los brotes establecidos en los cultivos de genotipos similares. Brotes en los
cuales ocurre este fendmeno son diferentemente marcados de los brotes
normales, aparecen como si varios brotes se fusionan para formar un tallo
gordo. Este fendbmeno ha sido observado en los cultivos de brotes de arce
plateado, el grupo fenil del TDZ pude ser el causante de la fasciacion, pero esto

no ha sido comprobado experimentalmente. (Huettman.C, Preece.J, 1993).
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Localizacion del ensayo

La fase de laboratorio se realizo en las instalaciones de los laboratorios
de Cultivo de Tejidos Vegetales, de la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia
del Departamento de Ciencias de la Vida de la Escuela Politécnica del Ejército,
ubicada en la parroquia Sangolqui, canton Rumifiahui, provincia de Pichincha,
en las coordenadas 0°18,81 S; 78° 26,64 O a una altitud de 2516 msnm.

2.2 Seleccidn, colecta y transporte del material ve  getal

Las plantas de Balsa se obtuvieron de la Hacienda SAN ANTONIO, de la
Carrera de Ingenieria Agropecuaria IASA |l, especialidad de Ciencias
Agropecuarias ubicada en la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas,
canton Santo Domingo de los Colorados, y se extiende desde los Km 24 al Km
54 de la via Santo Domingo-Quevedo, las muestras fueron seleccionadas por
el Ing. Forestal Patricio Jiménez, tomando en cuenta factores como:

condiciones fitosanitarias y fisiologicas.

Las plantas se encontraban en fundas de plastico con tierra del lugar
donde fueron muestreadas para mejorar su aclimatacién y transporte; que se
realizd via terrestre en cubetas adecuadas para evitar el maltrato mecanico

para luego ubicarlas en los invernaderos del laboratorio.

La seleccion del material vegetal es importante, se escogieron las
plantas con las mejores caracteristicas fenotipicas, fitosanitarias para entonces
denominarlas plantas madre; que fueron las plantas donadoras de los

explantes para su introduccion in vitro.
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Las plantas tenian una altura minima de 20 a 30 cm; Figura 2.1, también
libres de contaminacion enddgena. La seccién de la planta que nos interesa
son las yemas apicales para la obtencion de plantas clones, se utilizard yemas
apicales por su caracteristica de no poseer sus sistemas de transporte
endogeno desarrollados (xilema, floema), es por esto que la mayoria de virus
no logran afectar estas estructuras vegetales y ademds la tasa de division
celular en las yemas es mayor comparada con la de multiplicacién de virus, por
todo lo descrito es recomendable utilizar esta seccion del material vegetal.

I

= el

Figura 2.1- (a) Plantas de balsa en condiciones de  invernadero sometidas
a tratamiento fitosanitario (b) medicién de tamafio promedio para cumplir

condiciones fenotipicas.

Las plantas fueron sometidas a un tratamiento fitosanitario para eliminar
contaminaciones fungicas, el tratamiento consisti6 de aplicacion foliar de un
fungicida de contacto con principio activo: 6xido cuproso (50%) en una solucién
al 0,1%, durante un mes con una aplicacion cada 3 dias.

Ademas, se consideré la edad del material vegetal muestreado; ya que

mientras mas joven sea, se lograra reducir la cantidad de fenoles excretados

por la planta en el momento de seccionar y utilizar sus yemas en el proceso in
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vitro de micropropagacion, esto con la finalidad de recudir la oxidacién del

medio o el explante en el momento de la siembra.

Las condiciones del invernadero en las que se aclimatdé las plantas
fueron: humedad controlada mediante calor concentrado en piedras
sumergidas en agua (valores entre 50+10% Hr.), la temperatura controlada con
la ventilacion del invernadero, (valores entre 25+5°C) mediante la apertura y
cierre de ventanales, el fotoperiodo vario entre 10h oscuridad y 12h luz,

(condiciones ambiente).

Las plantas de Balsa (Ochroma lagopus) que fueron aclimatas y
sometidas a los tratamientos fitosanitarios en el invernadero se utilizaron en el
proceso de micropropagacion in vitro, se secciono las yemas apicales el mismo

dia en el que se realiz6 la introduccion para evitar la oxidacion del material.

2.3 Fase de establecimiento

2.3.1 Medio de cultivo para la desinfeccion

El medio de cultivo base que se utilizé en la etapa de desinfeccidén para
las yemas de Balsa Ochroma lagopus fue el medio Murashige&Skoog 1962,

sus componentes se detallan en la siguiente tabla 2.1.

Para realizacion de este medio se utilizé a la mitad de concentracion la
primera Stock (NH4;NOs, KNOg3), para evitar la oxidacion y como medida
preventiva (Suarez E.l., 2006), la sacarosa esta involucrada en el medio, son
causantes de procesos de oxidacion fendlica de los explantes. (Batista J,
1999).

En la fase de desinfeccion la concentracion de agar fue de 6,5 g/L; 25

g/L de azlcar, Sulfato de adenina 0,5 mg/L; L — Cisteina 30 mg/L; acido
ascorbico 30 mg/L; Carbon activado 200 mg/L; Inositol 100 mg/L; 50 ul/L de
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Amistar TOP (Azoxystrobin, Difenoconazol); pH 5,7. El medio de cultivo fue
esterilizado en la autoclave durante 30 minutos a 121°C y 15 PSI.

Tabla 2.1 Componentes del medio M&S 1962, utilizado  en la etapa de

desinfeccién

Medio Murashige&Skoog
Componentes Concentracion mg/L
NH4NO3 1650
KNO3 1900
MgS0O4.7H20 370
MnSO4.H,O 16,9
ZnS04.7H0 8,6
CuS04.5H,0 0,025
CaCl,.2H,0 440
Kl 0,83
CoCl,.6H,0 0,025
KH,PO,4 170
H3BO3 6,2
NaxM00,4.2H,0 0,25
FeS0O,.7H,0 27,84
Na,EDTA 37,24

2.3.2 Desinfeccion de las muestras

Realizado el tratamiento fitosanitario previo, a las plantas de Balsa
(Ochroma lagopus) se secciond las yemas apicales de un tamafio promedio de

3 a4 cm. tratando de no maltratar el material vegetal.
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El protocolo de desinfeccion establecido fue, descrito en la Figura 2.2; se
cortd las yemas apicales del tamafio descrito (3 a 4 cm.) se lavd con agua
corriente durante 30seqg. cada explante, en seguida se las sumergio en una
solucion de Tween 20 al 1,25% durante 45 min., inmediatamente: se ensayo6
concentraciones de fungicida experimentadas en pruebas de desinfeccién
previas, estas concentraciones se probaron solas o en combinacién con los
fungicidas a continuacion descritos: Captan a una concentracion de 0,1%
(Captan 80 PM) mas Tween 20 al 1,25%, durante 15 min., Oxido cuproso al
0,1% (Cobre Nordox 50) mas Tween 20 al 1,25% durante 15 min.,
Azoxystrobin; Difenoconazol al 0,1% 6 0,3% (Amistar Top) mas Tween 20 al
1,25% durante 15 min.

Luego se realizd un lavado con una solucion del alcohol al 70% durante
3min. e inmediatamente se probaron diferentes concentraciones de hipoclorito
de sodio y tiempos de inmersion adecuados a la concentracion que se
implement6 para impedir el menor proceso de necrosamiento de los explante;
soluciones de cloro (0,5%-2.5%) mas Tween 20 al 6,25% con tiempos de
inmersion desde 10 a 40 min. Finalmente se realiz0 tres lavados de los
explantes que se iban a introducir en la camara de siembra con agua destilada
estéril, cada lavado con una duracién de 5 min. Concluido el proceso de
desinfeccién se procede a la siembra de las yemas apicales. La camara de
siembra previamente fue esterilizada con luz ultravioleta por 15 minutos
seguidos por flujo de aire estéril igualmente por 15 minutos, bajo condiciones

completamente asépticas.
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Figura 2.2- Protocolo de desinfeccion. (a)Yemas api  cales. (b)Lavado en

agua corriente. (c) Lavado en agua estéril. (d) com  binacién de fungicidas.
(e) Alcohal. (f) Cloro.

En el procedimiento de siembra; Figura 2.3, se realiz6 utilizando un
estereomicroscopio dentro de la camara de flujo laminar para poder eliminar
mecanicamente la mayor cantidad de tricomas que posee la planta; por ser
considerados fuente de retencion de cepas de bacterias y esporas de hongos,
posibles fuentes de la contaminacion persistente que presenta la especie en
condiciones in vitro. Este procedimiento también con el objetivo de no maltratar

el material vegetal y dejar intacto el tejido meristematico.
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Figura 2.3- (a) Procedimiento mecanico para la elim

(b) yema apical de Balsa, se distingue presencia de

inaciéon de tricomas.

tricomas

Los parametros a medir en esta etapa fueron numero de yemas

contaminadas, muertas (necrosadas) o vivas. En la tabla 2.2 y 2.3 se detallan

los tratamientos de desinfeccion utilizados.

Tabla 2.2. Tratamientos aplicados para la desinfecc

ion de yemas (cloro )

Tratamiento Concentracion de cloro % Tiempo de Inmersion (min)
1 0,5 40
2 1,0 30
3 1,5 20
4 2,5 10

Tabla 2.3. Tratamientos aplicados para la desinfecc

i6n de yemas

(fungicidas)

Tratamiento Concentracion de fungicida % Tiempo de Inmersion (min)
5 Captan 0,1 15
6 Cobre Nordox 0,1 15
7 Amistar 0,1 15
8 Amistar 0,3 15
9 Captan 0,1+Cobre Nordox 0,1 15

10 Amistar 0,1+Captan 0,1 15
11 Amistar 0,1+Cobre Nordox 0,1 15
12 Amistar 0,3+Captan 0,1 15
13 Amistar 0,3+Cobre Nordox 0,1 15
14 Amistar 0,3+Cobre Nordox 0,1+Captan 0,1 15
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Se realizO 6 repeticiones por cada tratamiento, siendo la unidad
experimental un frasco con una yema (el explante), las cuales se incubaron a
temperatura 25°C y humedad relativa de 45% y fotoperiodo de 16 horas luz y 8
de oscuridad. Las variables de respuesta evaluadas fueron:

Contaminacion.- Mediante observacion se determind la presencia de
colonias bacterianas o flngicas y se cuantificé el nidmero de explantes
contaminados (Figura 2.4).

Figura 2.4- (a) explante con contaminacion fungica, (b) explante con

contaminacion bacteriana

Necrosis.- Mediante la observacion se determiné si un explante
presentd necrosis, es decir coloracion negruzca del tejido que anula la

viabilidad y crecimiento del explante y se enumer6 cada frasco (Figura 2.5).

Figura 2.5- Yema de Balsa necrosada
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Vivo.- Mediante la observacion se determind si un explante esta vivo
es decir una coloracién verde del tejido que favorece la viabilidad y crecimiento

del explante y se contabilizaron los frascos (Figura 2.6).

Figura 2.6- Yema de Balsa viva

La evaluacion se realizé al cabo de un mes para el andlisis estadistico
y exploratorio de datos con grafico. Se desarrollo un analisis inferencial

mediante analisis de varianza ADEVA utilizando la prueba de LSD Fisher.

2.4 Induccion de brotes

Ya establecido el mejor tratamiento de desinfeccion se continu6 con la
siguiente etapa del proceso in vitro, en la cual se indujo la formacion de brotes

capaces de regenerar plantas completas (Roca W, Mroginski L, 1993).
En esta etapa se introdujeron yemas apicales de Ochroma lagopus de

un tamafo promedio de tres a cuatro centimetros, previamente sometidas al

gue resulté ser el mejor tratamiento de desinfeccion.
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2.4.1 Medios de cultivo para la induccion de brotes

El medio de cultivo que se utilizé para esta etapa fue el de Murashige y
Skoog (M&S) enriquecido con 25 gL™ de sacarosa y 6.5 gL™ de agar, se trabajé
a pH 5,7 - 58; suplementado con 6-bencilaminopurina (BAP) en
concentraciones de (0,1-0,2-0,3-0,4-0,5 mgL™).

Los medios de cultivo se esterilizaron en un autoclave durante 30
minutos a 121°C de temperatura y 15 psi de presion y posterior a la siembra se
incubaron a 25 + 2 °C de temperatura, 40 — 50 % de humedad relativa 725 —

750 luxes y un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad.

Para esta etapa se planteé un disefio completamente al azar (DCA) en
el que se probaron 5 tratamientos (Tabla 2.2) con 8 repeticiones cada uno,
teniendo como unidad experimental a una yema inoculada en un frasco con

medio de cultivo.

Tabla 2.4 Tratamientos para induccién de brotes

Tratamiento BAP mg/L

1 0,1
2 0,2
3 0,3
4 0,4
5 0,5

En esta etapa se evaluaron como variables:
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Aparecimiento de brotes.- Se observo y se contabilizé el aparecimiento
de brote generado por el explante introducido. (Figura 2.7).

Figura 2.7- Yema apical de balsa con aparecimiento  de brote

Aparecimiento de callo.- Se observo y se contabilizo el aparecimiento

de callo generado por el explante introducido. (Figura 2.8).

w

Figura 2.8- Yema apical de balsa con aparecimiento  de callo
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La evaluacion se realizO al cabo de un mes y para el andlisis
estadistico exploratorio de datos con graficos y un analisis inferencial

realizando analisis de varianza ADEVA utilizando la prueba de LSD Fisher.

2.5 Fase de multiplicacion

Los explantes con brotes que resultaren de la etapa de induccion,
seran utilizados en esta fase de multiplicacion; la evaluacion se realizara
variando la concentracion de reguladores de crecimiento (citoquininas y
auxinas) en el medio de cultivo para determinar las concentraciones Optimas

para la multiplicacion.

Los tratamientos incluiran concentraciones de: 6-bencilaminopurina
(BAP) (0,2 a 2,0 mg /L) o thidiazuron (0,2 a 2,0 mg /L) con (0,1 y 0,2 mg/L) de
acido a naftalen acético (ANA) arreglados en 9 tratamientos mas un testigo;
con esto se espera obtener una multiple aparicion de brotes

Tabla 2.5.- Tratamientos para la etapa de multiplic  acion (BAP vs.ANA)

Tratamiento BAP(mg/L) ANA (mg/L)
T0 0 0

T1 0,2 C
T2 1,0 C
T3 2,0 ¢
T4 0,2 0,1
15 1,0 0,1
6 2,0 0,1
7 0,2 0,2
T8 1,0 0.2
19 2,0 0,2
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Tabla 2. 6.- Tratamientos para la etapa de multipli

Tratamiento TDZ(mg/L) ANA(mg/L)

cacion (TDZ vs. ANA)

T0 0 0
Tl 02 0
n 10 0
T3 20 0
T4 02 01
T 1,0 01
T6 20 01
T 0.2 0.2
T8 10 02
T 2,0 02

Se realizd 5 repeticiones por tratamiento, la unidad experimental se

define como un frasco con un brote inducido en yema vy las variables que se

evaluaron se describen a continuacion.

Numero de brotes.- se conto los brotes que contenga cada explante. (Figura

2.9)

Figura 2.9.- Conteo numero de brotes que contiene ¢ ada explante.
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Longitud de los brotes.- se medi6 la longitud de los brotes (mm) obtenidos en
esta fase con la ayuda de un calibrador. (Figura 2.10).

- TR

: (T
|

Figura 2.10.- Medicién de longitud  (mm) de explantes utilizando un

calibrador.
La evaluacién se realizé al cabo de un mes para el analisis estadistico

y exploratorio de datos con graficos y también se desarrollo un analisis

inferencial mediante tablas de contingencia.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Etapa de desinfeccion
Durante la etapa de desinfeccién se evalué contaminacion, necrosis y
explantes vivos de yemas apicales de balsa, Ochroma lagopus introducidas,

utilizando tratamientos con hipoclorito de sodio y fungicidas en distintas

concentraciones y tiempos de inmersion.

3.1.1 Tratamiento de desinfeccién: hipoclorito de s odio

3.1.1.1 Contaminacion

Andlisis exploratorio de datos

Los tratamientos de desinfeccion planteados al usar hipoclorito de
sodio fueron: tiempos de inmersion 40 — 30 — 20 - 10 min. y concentraciones
de: 0.5% - 1.0% - 1.5% - 2.5%; correspondidos respectivamente.

Tabla 3.1.1- Tratamientos de desinfeccion utilizand o hipoclorito de sodio

Tratamiento Concentrad6n de doro % Tiempo de Inmersion (min)
1 05 40
2 10 30
3 15 20
4 25 10
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La concentracion 0,5 % - 40 min (tratamiento uno) de hipoclorito de
sodio permite una buena descontaminacion del material vegetal, pero a medida
que aumenta la concentracion de hipoclorito de sodio hasta; 2,5% - 10 min
(tratamiento cuatro) se obtuvo incremento de la descontaminacion, la
concentracion de 1,0 % - 30 min (tratamiento dos) muestra un similar nivel de
contaminacion al compararlo con el tratamiento uno. Pero al comparar los
tratamientos uno, dos y cuatro con el tratamiento tres, la contaminacion que
mostro fue superior; ver anexo 1. El tiempo de inmersién de los explantes en
las soluciones de hipoclorito de sodio tiene que ver con la contaminacion; a
medida que aumenta el tiempo de inmersién disminuye la contaminacién; en

este caso a excepcion del tratamiento tres; ver Figura 3.1.1.

Tratamientos

@ Contaminadas o Tiempo de imersion (imin} @ Concentracion de Cloro

Figura 3.1.1- Relacion entre: explantes contaminado s respecto a las

concentraciones de hipoclorito de sodio y sus tiemp os de inmersion.

50



Andlisis inferencial

Para la comparacion de las medias para el nivel de contaminacion,
respecto a la concentracion de hipoclorito de sodio y el tiempo de inmersion
aplicada en el protocolo de desinfeccion, se selecciond el método de
comparaciones multiples propuesto por LSD Fisher, ver anexo estadistico,
aplicando este analisis se observé diferencias estadisticamente significativas,
obteniendo como resultado un valor de p inferior al 5%, representado en el
cuadro de andlisis de varianza; ver Tabla 3.1.2, el cual se indica que existe una
dependencia entre estas tres variables y demostrar que existe diferencia entre

los tratamientos, en la que se obtuvo un valor- p <0,0001.

No existen diferencias estadisticamente significativas entre: 0.5% - 40
min y 1.0% - 30min (tratamientos uno y dos) respectivamente, es decir; se
encuentran dentro de un mismo grupo estadistico letra B, ver Tabla 3.1.2. El
grafico de densidad de puntos, revela una mayor densidad en el tratamiento
tres; ver Figura 3.1.2, hay diferencias estadisticamente significativas entre: las
concentraciones 1.5% - 20min y 2.5% - 40 min (tratamientos tres y cuatro),
respectivamente y estos tratamientos al compararlos con los (tratamientos uno
y dos) forman parte de otro grupo estadistico, grupo estadistico letra A,

tratamiento cuatro y grupo estadistico letra C (tratamiento tres), ver Tabla 3.1.2.
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Figura 3.1.2- Gréfico de densidad de puntos, paral a contaminacién en los

tratamientos de desinfeccion con las concentracione s de hipoclorito de

sodio y sus respectivos tiempos de inmersion.

Tabla 3.1.2- Tabla de comparacion de Fisher parala contaminacion con

respecto a la concentracion de hipoclorito de sodio y Sus respectivos

tiempos de inmersion.

Analisi=s de la varian=za

Variable M B= BE L o7
Contaminado 24 0,75 0,71 35,69

Cnadro de Analisis de la Varian=za (5C tipo III)
F.vV. 5C ol CH F p—wvalor

Modelo §244,44 3 2081,48 19,52 <0,0001
Tratamiento &244,44 3 2081,48 19,52 <0,0001
Erraor 132,95 20 106,65

Total 28377,39 23

Test: LS5D Fisher Alfa=0,05 DMS=12 43715
Error: 108, &473 gl: 20

Tratamiento Medias=s n E.E.

g 5,60 &6 4,22 D

2 25,87 o 9,22 B

il 33,83 o 9,22 B

3 50,45 a6 94,22 C
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3.1.1.2 Necrosis

Analisis exploratorio de datos

En los tratamientos de desinfeccion en los que se utilizdé las
concentraciones de cloro y sus respectivos tiempos de inmersion, establecieron
como el mejor tratamiento para evitar el necrosamiento de los explantes al

tratamiento uno; ver Figura 3.1.3.

Al contrario de la contaminacién en donde se observé que el tratamiento
cuatro (2.5% - 10 min) mostrd el mas bajo nivel de contaminacion; en este caso
muestra el mayor numero de explantes necrosados. Por esto el tiempo de
inmersion en el tratamiento cuatro es muy corto comparado con el tiempo de
inmersion del tratamiento uno adicional a una la alta concentracion de
hipoclorito de sodio de 2.5%, que resultd determinante para el alto nivel de
necrosis; ver Figura 3.1.3.

El tratamiento uno: 0,5% - 40 min, muestra el nivel mas bajo en cuanto al
namero de explantes necrosados, por ello la concentracion de hipoclorito de
sodio utilizada en este tratamiento, es la adecuada para obtener la frecuencia

de necrosis deseada; ver Figura 3.1.3.
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Figura 3.1.3- Relacion entre: explantes necrosados  respecto a las

concentraciones de hipoclorito de sodio y sus tiemp os de inmersion.
Analisis inferencial

Para realizar este analisis se selecciond el método de comparaciones
multiples propuesto por LSD Fisher; ver anexo estadistico, se observo
diferencias estadisticamente significativas, obteniendo como resultado un valor
de p inferior al 5%, representado en el cuadro de analisis de varianza; ver
Tabla 3.1.3, el cual se indica que existe una dependencia entre estas tres
variables y demostrar que existe diferencia entre los tratamientos, en la que se

obtuvo un valor p <0,0001.

Los tratamientos dos, tres y cuatro (1.0% - 30 min; 1.5% - 20 min; 2.5% -
10 min), exhiben una elevada necrosis al compararla con el tratamiento uno, y
a medida que aumenta la concentracion de hipoclorito de sodio aumenta el

nivel de necrosis; ver anexo 2.
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Figura 3.1.4- Gréfico densidad de puntos para la ne  crosis en los
tratamientos de desinfeccion con las concentracione s de hipoclorito de

sodio.

En el andlisis de Fisher se compar6 las medias de los tratamientos para
el necrosamiento y se obtuvo un ordenamiento de las mismas de menor a
mayor colocando como al tratamiento con la menor mediana al niumero uno, y
la que mostraba la mayor mediana al nUmero cuatro, lo cual fue corroborado
con el grafico de densidad de puntos; ver Figura 3.1.4 y Tabla 3.1.3. Todos los
tratamientos para la necrosis son diferentes por que se encuentran en
diferentes grupos estadisticos: tratamiento uno — letra A, tratamiento dos — letra
B, tratamiento tres — letra C, tratamiento cuatro — letra D.
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Tabla 3.1.3- Tabla de comparacién de Fisher parala necrosis con respecto
a la concentracién de hipoclorito de sodio y sus re spectivos tiempos de

inmersion.

Variahle N E= E® LY CV
WNecrosado 24 0,83 0,80 22,09

Cnadro de AnAlisis de la Varianza (3C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—-valor
Modelo 14579,29 3 4858,76 32,38 <0,0001
Tratamiento 145379,25% 3 4855,76 32,38 <0,0001
Error 3001,61 20 150,08
Total 17580,50 23

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=14,T75385
Error: 150,0807 gl: 20
Tratamiento Media=z= n E.E.

1 23,81 & 5,00 A
3 44,44 & 5,00 =

2 2,67 & 5,00 -

4 90,88 & 5,00 D

3.1.1.3 Supervivencia

Analisis exploratorio de datos

El tratamiento uno (0.5% - 40 min), resultd el mejor tratamiento de los
planteados, evidenciando una mejor supervivencia comparado con la necrosis
que mostré cada tratamiento; ver Figura 3.1.5, y también resulta el mejor
tratamiento cuando se compara el resultado de supervivencia con el de
contaminacion; ver anexo 4, tomando en cuenta que el nimero de explantes
vivos y muertos es ampliamente diferente; ver anexo 5, pero comparado con
los demas tratamientos en cuanto a explantes vivos es el mas representativo;
ver anexo 3. En la Figura 3.1.5 se muestran la relacion de los tiempos de
inmersion, concentraciones de hipoclorito de sodio y explantes vivos, se
observa que al utilizar una concentracidbn baja de hipoclorito de sodio

combinada con un tiempo de inmersién elevado, es mas viable en cuanto a
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magnificar la supervivencia de los explantes. Y también se muestra el caso
contrario en la que se utilizé un corto tiempo de inmersion y la concentracion de
cloro mas elevada propuesta para estos tratamientos de desinfeccion (2.5% -
10 min) en donde se demuestra la poca viabilidad del tratamiento. En el anexo
6, se observa la comparacién de estas tres variables: contaminacion, necrosis y

supervivencia.

30

Tratamientos

B Vivos B Tiempo de lnmersion imin) W Concentracion de Cloro %

Figura 3.1.5- Relacion entre: explantes vivos, conc  entraciones de cloro,

tiempos de inmersion en los tratamientos de hipoclo rito de sodio.

Andlisis inferencial

Para este analisis se realizo la prueba de LSD Fisher, ver anexo estadistico,
para la supervivencia existe un diferencia estadisticamente significativa entre el
tratamiento uno y los tratamientos dos, tres, cuatro. El valor de p fue inferior al
5% fue de p < 0.0001; ver Tabla 3.1.4.

Los tratamientos dos, tres, cuatro; forman parte de un solo grupo
estadistico, grupo letra A; a diferencia del tratamiento uno que representa un
solo grupo estadistico letra B como se observa en la Tabla 3.1.4. Ademas los

tratamientos dos, tres, cuatro evidencian un nivel bajo de supervivencia en
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comparacién con el tratamiento uno, como se evidencié en el grafico de

densidad de puntos; ver Figura 3.1.6.

En el andlisis de Fisher se compar6 las medias de los tratamientos para
el necrosamiento y se obtuvo un ordenamiento de las mismas de menor a
mayor colocando como al tratamiento con la menor mediana al nimero cuatro,

y la que mostraba la mayor mediana al nimero uno.

Las medias y las desviaciones estandar resultado de la supervivencia
aplicando estos tratamientos en los que se utilizé hipoclorito de sodio fueron:
para el tratamiento uno 42,36 que fue el mejor resultado comparado con la

menor que fue la del tratamiento cuatro: 3,52.; ver Tabla 3.1.4.

B0, 00

44,38

Wi

12RE

- W
-

-0

Tratamientos

Figura 3.1.6- Gréfico de densidad de puntos parala  supervivencia en los
tratamientos de desinfeccion con las concentracione s de hipoclorito de

sodio.
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Tabla 3.1.4- Tabla de comparacién de Fisher parala  supervivencia con
respecto a la concentracién de hipoclorito de sodio y Sus respectivos

tiempos de inmersion

Variable N R® R® Lj CV
Vivo 24 0,86 0,84 44,69

Cnadro de Andlisi=s de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo £5835,21 3 1978,40 40,865 «0,0001
Tratamiento 5935,21 3 1978,40 40,65 <0,0001
Error 973,44 20 8,67
Total 6308,65 23

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DHMS=E,40206
Error: £8,6721 gl: 20

Tratamiento Medias n E.E.

4 3,52 & 2,85 L

3 5,11 & 2,85 A

2 11,46 & 2,85 L

1 42,36 & 2,85 B

3.1.2 Tratamiento de desinfeccién: fungicidas

Realizada la primera etapa de la desinfeccion aplicando los tratamientos
de desinfeccién con las diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio y
sus respectivos tiempos de inmersion se obtuvo como al mejor tratamiento al
namero uno (0.5% NaClO - 40 min), por mostrar las media mas alta en cuanto

a supervivencia y mas baja en lo que se refiere a necrosis.

Como la contaminacibn no alcanz6 un promedio aceptable, para
eliminarla se combiné al mejor tratamiento de hipoclorito de sodio; (Tratamiento
uno: 0.5% NaClO - 40 min) con fungicidas para disminuir la media en cuanto al
namero de explantes contaminados, manteniendo constante el tiempo de
exposicion al fungicida; 15 min. Los tratamientos con fungicida se designaron a
continuacion del ultimo tratamiento de desinfeccion tratamiento cuatro (2.5% -

10 min) en donde se utilizd solamente hipoclorito de sodio, comenzando desde
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el tratamiento cinco (captan 0.1%) hasta el tratamiento catorce (Amistar 0.3% -
Cobre Nordox 0.1% — Captan 0.1%); ver Tabla 3.1.5.

Tabla 3.1.5- Tratamientos de desinfeccion utilizand o0 0,5% de hipoclorito

de sodio 40 min (tratamiento uno) mas fungicidas.

Tratamiento Concentracion de fungicida % Tiempo de Inmersion (min)
5 Captan 0,1 15
6 Cobre Nordox 0,1 15
7 Amistar 0,1 15
8 Amistar 0,3 15
9 Captan 0,1+Cobre Nordox 0,1 15
10 Amistar 0,1+Captan 0,1 15
11 Amistar 0,1+Cobre Nordox 0,1 15
12 Amistar 0,3+Captan 0,1 15
13 Amistar 0,3+Cobre Nordox 0,1 15
14 Amistar 0,3+Cobre Nordox 0,1+Captan 0,1 15

3.1.2.1 Contaminacion

Analisis exploratorio de datos

La concentracion (0,5 % - 40 min) de hipoclorito de sodio combinado
con: Amistar 0,3% - Cobre Nordox 0,1% - Captan 0,1% (Tratamiento catorce)
permite una buena descontaminacion, en este caso la concentracion (0,5% - 40
min) de hipoclorito de sodio combinado con: Amistar 0,1% - Cobre Nordox
0,1% (Tratamiento once) muestra el nivel mas alto de contaminacion al
compararlo con el resto de tratamientos; ver Figura 3.1.7. El tiempo de
inmersion en las soluciones que tienen hipoclorito de sodio (0,5% - 40 min)
combinado con los fungicidas no es relevante porque se plante6 un tiempo

constante, ver Tabla 3.1.5.
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Figura 3.1.7- Explantes contaminados en los tratami  entos de fungicida

mas hipoclorito de sodio 0.5% - 40min.

Andlisis inferencial

Para analizar la relacion de dependencia o independencia entre la
contaminacion, la concentracion de hipoclorito de sodio 0,5% - 40 min.
combinada con la concentracion de fungicida y la mejor combinacion de
fungicidas, en esta etapa de desinfeccion, se seleccion6é el método de
comparaciones multiples propuesto por LSD Fisher; ver anexo estadistico, se
realizO una tabla de comparacion en la cual se observo diferencias
estadisticamente significativas con resultados inferiores al 5%, representado en
el cuadro de analisis de varianza; ver Tabla 3.1.6, el cual indica que existe una
dependencia entre estas variables y demostrar que existe diferencia entre los

tratamientos, en la que se obtuvo un valor p bajo <0,0001.

De los 10 tratamientos con fungicida: tratamiento cinco (Captan 0.1% -
15 min), tratamiento seis (Cobre Nordox 0,1% - 15 min), tratamiento siete
(Amistar 0.1% - 15 min), tratamiento ocho (Amistar 0.3% - 15 min), tratamiento
nueve (Captan 0.1% - Cobre Nordox 0.1% - 15 min), tratamiento diez (Amistar
0.1% - Captan 0.1% - 15 min), tratamiento once (Amistar 0.1% - Cobre Nordox
0.1% - 15 min), tratamiento doce (Amistar 0.3% - Captan 0.1% - 15 min),
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tratamiento trece (Amistar 0.3% - Cobre Nordox 0.1% - 15min), tratamiento
catorce (Amistar 0.3% - Captan 0.1% - Cobre Nordox 0.1% -15 min). Los
tratamiento once y catorce pertenecen a grupos estadisticos diferentes letra E y
letra A, respectivamente; por lo que podemos decir que muestran diferencias
estadisticamente significativas entre los dos y con el resto de tratamientos
aplicados, el tratamiento catorce mostrd la media mas baja y la menor media
de contaminacion; ver Tabla 3.1.6 y el tratamiento once la media mas alta y la
mayor frecuencia; en cuanto a contaminacion lo cual también se puede
observar en el grafico de densidad de puntos; Figura 3.1.8. Los tratamientos
cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, doce, trece, comparten grupos estadisticos
similares: letra B, letra C, letra D; es decir, estos tratamientos no muestran

diferencia estadistica significativa.

Tabla 3.1.6- Tabla de comparacién de Fisher parala contaminacion con
respecto a concentracion de hipoclorito de sodio 0, 5% - 40 min

combinado con fungicidas.

Variable N E= ER* B3 CW
Contaminado &0 0,67 0,62 19,87

Cnadro de Anili=i= de la Varian=za (5C tipo III)
F.V. 5C gl CH F p—-valor

Modelo 12204,94 9 1356,10 11,50 <0,0001
Tratamiento 12204,94 9 1356,10 11,50 <0,0001
Error 5894,89 50 117,90

Total 18099, 83 59

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=12,659147
Error: 117,.,82877 gl: 50
Tratamiento Media=z n E.E.

14 28,12 & 4,43 b

13 43,77 6 4,43 B

12 47,62 6 4,43 B C

5 50,74 & 4,43 B C

7 51,35 & 4,43 B C

& 54,65 & 4,43 B C D

g 59,07 & 4,43 C D

8 §0,00 & 4,43 C D

10 §5,00 & 4,43 D

11 85,98 & 4,43 E
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Figura 3.1.8- Gréfico de densidad de puntos parala  contaminacion
usando la concentracion de hipoclorito de sodio: 0 5% - 40 miny las

concentraciones empleadas de fungicida.

3.1.2.2 Necrosis

Analisis exploratorio de datos

La concentracion (0,5 % - 40 min) de hipoclorito de sodio combinado
con: tratamiento once (Amistar 0.1% - Cobre Nordox 0.1% - 15 min), resulta en
el mas bajo nivel de necrosis, en este caso la concentracién (0,5% - 40 min) de
hipoclorito de sodio combinado con: tratamiento doce (Amistar 0.3% - Captan
0.1% - 15 min), muestra el nivel mas alto de necrosis al compararlo con el resto
de tratamientos; ver Figura 3.1.9. El tiempo de inmersion en las soluciones que
tienen hipoclorito de sodio (0,5% - 40 min) combinado con los fungicidas no es

relevante porque se plante6 un tiempo constante; ver Tabla 3.1.5.
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Figura 3.1.9- Explantes necrosados en los tratamien  tos de fungicida mas
hipoclorito de sodio 0.5% - 40min: tratamiento.

Analisis inferencial

Para analizar la relacion de dependencia o independencia entre la
necrosis, la concentracion de hipoclorito de sodio 0,5% - 40 min. combinada
con la concentracion de fungicida y la mejor combinacion de fungicidas, en el
protocolo de desinfeccion, se seleccion6 el método de comparaciones multiples
propuesto por LSD Fisher; ver anexo estadistico, se realizé una tabla de
comparaciones en la cual se observo diferencias estadisticamente significativas
con resultados inferiores al 5%, representado en el cuadro de analisis de
varianza; ver Tabla 3.1.7, el cual indica que existe una dependencia entre estas
variables y demostrar que existe diferencia entre los tratamientos, en la que se

obtuvo un valor p < 0,0001.

El tratamiento once presenta la media y la frecuencia mas bajas en
cuanto a necrosis; ver Figura 3.1.9 y Tabla 3.1.7.Y este forma parte de un
grupo estadistico letra A; en el cual se encuentran también el tratamiento
catorce y el tratamiento diez, es decir, tiene un valor de p < 0.05, por lo tanto
existe diferencia estadistica cuando comparamos estos tratamientos con los
demas. El tratamiento doce, cinco y siete forma parte de otro grupo estadistico

letra E y presentan como resultado la media mas alta en cuanto a la necrosis;
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ver Tabla 3.1.7 y ademas se confirma con el grafico de densidad de puntos; ver
Figura 3.1.10.
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Figura 3.1.10- Gréfico de densidad de puntos paral a necrosis usando la
concentracion de hipoclorito de sodio: 0.5% - 40 mi ny las

concentraciones empleadas de fungicida.

Los dos Unicos tratamientos que destacan y estan solo dentro de un
grupo estadistico solo los tratamientos once que esta dentro del grupo
estadistico letra A, el tratamiento doce que esta dentro del grupo estadistico
letra E, es decir se encuentran separados y por ello existe una diferencia
estadistica significativa al compararlos entre si por esto el tratamiento 11 es el

mas adecuado para evitar necrosis.
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Tabla 3.1.7- Tabla de comparacién de Fisher parala necrosis con respecto
a concentracion de hipoclorito de sodio 0,5% - 40 m  in, combinado con la

concentracion de fungicidas

Variable N E* ER* B3 CVW
Hecrosado &0 0,47 0,38 35,20

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—-valor
Modelo 3272,91 9 363,66 4,939 0,0001
Tratamiento 3272,91 9 363,66 4,99 0,0001
Error 3643,33 50 72,87
Total 6916,24 58

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=59,B9893
Error: 72,8887 gl: bOQ

Tratamiento Media=sz n E.E.

11 10,97 & 3,48 B

14 14,88 & 3,48 A B

10 20,00 & 3,48 L B C

& 22,79 & 3,48 E C D

13 23,92 6 3,48 B C D

8 25,00 & 3,48 C D

g 27,18 & 3,48 C D

T 28,89 & 3,48 C D E
5 31,11 & 3,48 D E
12 37,79 & 3,48 E

3.1.2.3 Supervivencia

Analisis exploratorio de datos

La concentracion (0,5 % - 40 min) de hipoclorito de sodio combinado
con: tratamiento once (Amistar 0.1% - Cobre Nordox 0.1% - 15 min), resulta en
el mas bajo nivel de supervivencia, en este caso la concentracion (0,5% - 40
min) de hipoclorito de sodio combinado con: el tratamiento catorce (Amistar
0.3% - Captan 0.1% - Cobre Nordox 0.1% -15 min), muestra el nivel mas alto
de supervivencia al compararlo con el resto de tratamientos; ver Figura 3.1.11.
El tiempo de inmersion en las soluciones que tienen hipoclorito de sodio (0,5%
- 40 min) combinado con los fungicidas no es relevante porque se planted un

tiempo constante; ver Tabla 3.1.5.
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Figura 3.1.11- Frecuencia de explantes vivos en los  tratamientos de

fungicida mas hipoclorito de sodio 0.5% - 40 min.

Analisis inferencial

Para analizar la relacion de dependencia o independencia entre la
supervivencia, la concentracion de hipoclorito de sodio (0,5% - 40min) en
combinacion con la concentracion de fungicida y la mejor combinacion de
fungicidas, en el protocolo de desinfeccion, se selecciondé el método de
comparaciones multiples propuesto LSD Fisher; ver anexo estadistico, se
realizd una tabla de comparaciones en la cual se observso diferencias
estadisticamente significativas con resultados inferiores al 5%, representado en
el cuadro de analisis de varianza; ver Tabla 3.1.8, el cual indica que existe una
dependencia entre estas variables y demostrar que existe diferencia entre los

tratamientos, en la que se obtuvo un valor p < 0,0001.

El tratamiento once presenta la media méas baja en cuanto a
supervivencia resultado similar a la necrosis, lo cual es confirmado con el
grafico de densidad de puntos; ver Figura 3.1.12.Y esta forma parte de un solo
grupo estadistico letra A; ver Tabla 3.1.8, es decir, tiene un valor de p < 0.05,
por lo tanto existe diferencia estadistica cuando comparamos este tratamiento

con los demas.
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El tratamiento catorce presenta la media mas alta en cuanto a
supervivencia; ver anexo 7. Y forma parte de un solo grupo estadistico letra D;
ver Tabla 3.1.8, es decir, tiene un valor de p < 0,05 por esto existe diferencia

estadistica cuando comparamos este tratamiento con los demas.
El resto de tratamientos: cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, doce y

trece; comparten dos grupos estadisticos: letra B y letra C, son similares entre

si por tener similares valores de sus medias; ver Tabla 3.1.8.
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Figura 3.1.12- Gréfico de densidad de puntos paral a supervivencia
usando la concentracion de hipoclorito de sodio: O. 5% - 40 min y las

concentraciones empleadas de fungicida
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Tabla 3.1.8- Tabla de comparacién de Fisher parala  supervivencia con
respecto a la concentracion de fungicida y combinac iones de fungicida

con el mejor tratamiento de hipoclorito de sodio (0 .5% - 40 min).

Variable H E* ER* &3 CW
Vivo 60 0,76 0,72 40,11

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo 11538,77 95 1282,0% 17,88 «0,0001
Tratamiento 11538,77 9 1282,09 17,88 <0,0001
Error 3585,40 50 71,71
Total 15124,17 585

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=9,81991
Error: 71,7080 gl: 5@
Tratamiento Medias n E.E.

11 3,06 & 3,486 L

g 13,75 & 3,46 E

12 14,60 & 3,46 B

10 15,00 & 3,46 B

g 15,00 & 3,46 B

5 18,15 & 3,46 B

7 19,72 & 3,48 E

& 22,52 & 3,46 B C

13 32,31 & 3,46 c

14 57,00 & 3,46 o}

El tratamiento catorce (Amistar 0.3% - Captan 0.1% - Cobre Nordox
0.1% -15 min) resulté el mejor tratamiento, por la combinacion de fungicidas e
hipoclorito de sodio al 0.5% durante 40 min, evidenciando una mejor
supervivencia comparado con la necrosis que mostré cada tratamiento; ver
anexo 8, y también resulta el mejor tratamiento cuando se compara el resultado
de supervivencia con el de contaminacion, tomando en cuenta que la
frecuencia de explantes vivos y muertos es diferente, pero comparado con los
demas tratamientos en cuanto a explantes vivos es el mas representativo En el
anexo 9 se muestran las tres variables establecidas en estos tratamientos, se
observa claramente que la contaminacion tiene un crecimiento progresivo
desde el tratamiento cinco hasta el tratamiento once, a partir de este comience
a decrecer la contaminacién hasta llegar al tratamiento catorce, en el anexo 9,
observamos el incremento de la viabilidad hasta llegar al tratamiento catorce. El
comportamiento de la necrosis es alto al compararlo con la viabilidad desde el

tratamiento cinco hasta el tratamiento doce, a partir de este la viabilidad es
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mayor al compararlo con la necrosis especificamente los tratamientos trece y

catorce.

Los tratamientos de desinfeccion en los que se utilizO concentraciones
de hipoclorito de sodio: tratamiento uno (0.5% - 40 min), tratamiento dos (1.0%
- 30 min), tratamiento tres (1.5% - 20 min), tratamiento cuatro (2.5% - 10 min). y
en los tratamiento con fungicida mas hipoclorito de sodio 0.5% - 40 min:
tratamiento cinco (Captan 0.1% - 15 min), tratamiento seis (Cobre Nordox 0,1%
- 15 min), tratamiento siete (Amistar 0.1% - 15 min), tratamiento ocho (Amistar
0.3% - 15 min), tratamiento nueve (Captan 0.1% - Cobre Nordox 0.1% - 15
min), tratamiento diez (Amistar 0.1% - Captan 0.1% - 15 min), tratamiento once
(Amistar 0.1% - Cobre Nordox 0.1% - 15 min), tratamiento doce (Amistar 0.3% -
Captan 0.1% - 15 min), tratamiento trece (Amistar 0.3% - Cobre Nordox 0.1% -
15min), tratamiento catorce (Amistar 0.3% - Captan 0.1% - Cobre Nordox 0.1%
-15, el tratamiento mas eficiente en cuanto a disminuir la contaminacion al
referirnos a los que solo se utilizé hipoclorito de sodio, es el tratamiento cuatro
y en la combinacion de hipoclorito de sodio 0.5% - 40 min de inmersidbn mas
fungicidas fue el tratamiento catorce que complemento su efectividad con la
combinacion de fungicida; ver anexo 10, obteniendo asi como el mejor

tratamiento al tratamiento catorce.

Los resultados que se refieren a la necrosis al comparar los tratamientos
en los que solo se utilizé hipoclorito de sodio y en los que se utilizé una
concentracion especifica de hipoclorito de sodio mas una combinacion de
fungicidas, dieron como resultado que al utilizar las concentraciones de
hipoclorito de sodio la necrosis fue mayor que al aplicar la combinacion de
fungicidas mas la solucién especifica de hipoclorito de sodio 0,5%.; ver anexo
11.

En cuanto se refiere a supervivencia es evidente que los mejores
tratamientos son el tratamiento uno y el tratamiento catorce; la combinacion de
concentracion de hipoclorito de sodio mas la combinacion de fungicidas resulté

con una mejor frecuencia de supervivencia; ver anexo 12.
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3.2 Etapa de induccion

Una vez que se cuenta con el material vegetal desinfectado se dio inicio
a la etapa de establecimiento, en la cual el explante fue introducido en el medio
de cultivo bajo condiciones de asepsia total, utilizando cabinas de flujo laminar
gue reduzcan al minimo las posibilidades de contaminacion del explante o del
medio de cultivo. Luego de esto los frascos que contienen a los explantes son
llevados a la sala de incubacion donde permanecieron hasta presentar el

aparecimiento de callo o brote.
3.2.1 Aparecimiento de callo

Analisis exploratorio de datos

En esta de induccion se utilizaron cinco tratamientos para la induccion

de brotes a partir de yemas apicales de Balsa (Ochroma lagopus):

Tabla 3.2.1.-Tratamientos para induccion de brotes

Tratamiento BAP mg/L

1 0,1
2 0,2
3 0,3
4 0,4
5 0,5

El tratamiento dos (BAP 0.2 mg/L); resultd el mas adecuado para la
induccion de callo a partir de yema apical de balsa, la formacion de callo
comienza a disminuir a medida que aumenta la concentracion de hormona en

este caso en presencia de la citoquinina BAP; ver Figura 3.2.1.
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Figura 3.2.1 — Frecuencia en formacion de callo en  los tratamientos de
induccion para yemas de Ochroma lagopus.

Analisis inferencial

Para analizar la relacion de dependencia o independencia en la
concentracion de hormona BAP y el aparecimiento de callo, se seleccioné la

prueba de LSD Fisher; ver anexo estadistico.

Para esto se realiz6 una tabla de comparaciones en la cual se observo
diferencias estadisticamente significativas con resultados inferiores al 5%,
representado en el cuadro de andlisis de varianza; ver Tabla 3.2.2, el cual
indica que existe una dependencia entre estas variables y demostrar que existe

diferencia entre los tratamientos, en la que se obtuvo un valor p < 0,0003.

En esta etapa lo que interesa por la especie y por el objetivo planteado
es la de obtener la formacién de brotes a partir de yemas de Ochroma lagopus,
por lo tanto los resultados obtenidos con el tratamiento uno (BAP 0.1mg/L) que

obtuvo la media mas alta; ver Tabla 3.2.2, en cuanto al aparecimiento de callo
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es la menos adecuada para el propésito de la investigacion, es decir, mayor

aparecimiento de callo.

El tratamiento uno (BAP 0.1 mg/L) forma parte de un Unico grupo
estadistico letra A, es decir existe diferencia estadisticamente significativa entre
este tratamiento y los demas tratamientos: dos, tres, cuatro, cinco (BAP: 0.2
mg/L, 0.3 mg/L, 0.4 mg/L, 0,5 mg/L). Los tratamientos: dos, tres, cuatro forman
parte de un solo grupo estadistico letra B, es decir, no hay diferencia

estadistica entre ellos, es decir que los tratamientos son iguales.
El tratamiento uno presenta la media mas alta: 87.78; en cuanto al
aparecimiento de callo y el tratamiento cinco la media mas baja: 11.43 para la

misma variable; ver Tabla 3.2.2, de igual manera se observé en el grafico de

densidad de puntos; Figura 3.2.2.

TS0

500

Callo

500 , ! . . !
1 2 ] 4 &
Tratam|ents

Figura 3.2.2 —Densidad de puntos para la formacion  de callo en los

tratamientos de induccion para yemas de  Ochroma lagopus.
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Tabla 3.2.2- Tabla de comparacién de Fisher para el aparecimiento de

callo con respecto a la concentracién de hormona BA P.

Anali=sis de la varianza

Variable N R®* R® Aj CV
callo 15 0,86 0,81 23,62

Cnadro de Anadlisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—valor
Modelo 9143,33 4 2285,83 15,76 00,0003
Tratamiento 9143,33 4 2285,83 15,76 00,0003
Error 1450,54 10 145,05
Total 10593,87 14

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=21,651055
Error: 145,0539 gl: 10
Tratamiento Medias n E.E.

5 11,43 3 6,95 R
4 43,81 3 6,95 B
3 52,22 3 §,95 B
2 59,72 3 §,95 5
1 87,78 3 &,95 C

3.2.2 Aparecimiento de brote

Andlisis exploratorio de datos

En esta etapa de induccion se utilizaron cinco tratamientos para la
induccion de brotes a partir de yemas apicales de Balsa (Ochroma lagopus);
ver Tabla 3.2.1.

El tratamiento cinco (BAP 0.5 mg/L); resulté el mas adecuado para la
induccion de brotes a partir de yema apical de balsa, la formacion de brote
comienza al aumentar con la concentracion de hormona en este caso de
citoquinina BAP, aunque también el tratamiento dos es efectivo para la
formacion de brotes pero ademas es adecuado para la formacion de callo; ver
Figura 3.2.2 y Figura 3.2.3.
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Figura 3.2.3 — Brotes en los tratamientos de inducc  i6n para yemas de

Ochroma lagopus.

Analisis inferencial

Para analizar la relacion de dependencia o independencia en la
concentracion de hormona BAP y la formacion de brote, se selecciond la

prueba de LSD Fisher; ver anexo estadistico.

Para esto se realiz6 una tabla de comparaciones en la cual se observé
diferencias estadisticamente significativas con resultados inferiores al 5%,
representado en el cuadro de andlisis de varianza; ver Tabla 3.2.3, el cual
indica que existe una dependencia entre estas variables y demostrar que existe

diferencia entre los tratamientos, en la que se obtuvo un valor p < 0,0003.

El tratamiento uno (BAP 0.1 mg/L) forma parte de un Unico grupo
estadistico letra A, es decir existe diferencia estadisticamente significativa entre
este tratamiento y los demas tratamientos: dos, tres, cuatro, cinco (BAP: 0.2
mg/L, 0.3 mg/L, 0.4 mg/L, 0,5 mg/L) respectivamente; esto significa que existe
diferencia entre tratamientos; ver Tabla 3.2.3.
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Los tratamientos: dos, tres, cuatro forman parte de un solo grupo
estadistico letra B, es decir, no hay diferencia estadistica entre ellos, es decir
que los tratamientos son iguales, el tratamiento uno la media mas baja: 12,22 y
la media mas alta para la formacion de brote es 88,57 del tratamiento cinco; ver
Tabla 3.2.23 y ademas se corrobora con el grafico de densidad de puntos; ver
Figura 3.2.4.

165,004

7504

50,001 . -

Brode

2504

6,00 . . . ;
1 ] 3 a &
Tratamients

Figura 3.2.4 — Densidad de puntos para la formacion  de brotes en los
tratamientos de induccion para yemas de  Ochroma lagopus.

Al comparar los tratamientos empleados en esta etapa de induccion; se
puede observar la diferencia de respuesta de cada uno de ellos en cuanto a la
formacion de brotes o aparecimiento de callo, por ello tenemos que el
tratamiento uno (BAP 0.1 mg/L) es favorable para la formacion de callo, esto en
contraste con el tratamiento cinco (BAP 0.5mg/L) el cual es favorable a la

formacion de brotes; ver Figura 3.2.1 y Figura 3.2.3.

En el anexo 14, se observo la comparacion del efecto del 6 — Bencll
amino purina (BAP) en lo que se refiere a las concentraciones en mg/L
utilizadas en esta investigacion, tanto para la induccién de callo o formacion de

brote.
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Tabla 3.2.3- Tabla de comparacién de Fisher parala formacién de brote
con respecto a la concentracion de hormona: BAP.

Variable N E? R? Ry CW
Brote 15 0,8e 0,81 24,58

Cuadro de Analisis de la Varianza (8C tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo 9143,33 4 2285,83 15,76 00,0003
Tratamiento 9$143,33 4 2285,83 15,76 0,0003
Error 1450,54 10 145,05
Total 1055%3,87 14

Test:LSD Fisher A1f3=0,05 DMS=21,91095
Error: 145,0539 gl: 10
Tratamiento Medias n E.E.

1 12,22 3 6,553 A

z2 40,28 3 6,855 B

3 47,78 3 bB,85 B

4 36,19 3 6,853 B

= 88,57 3 6,593 C

3.3. Etapa de multiplicaciéon

Durante esta etapa lo que se esper6 fue que los explantes que
sobrevivan a la fase de desinfeccion e induccion, originen brotes con varias
hojas. Periédicamente estos nuevos brotes se deben subcultivar en un nuevo
medio mediante divisiones y resiembras en tubos de cultivo u otros recipientes
adecuados. Estas operaciones se realizan en la camara de flujo laminar o en
un lugar aislado que nos permita mantener las condiciones de asepsia. De esta
forma aumenta el nimero de plantas en cada repique o division de las plantas.
El nUmero de plantas que se obtiene dependera de la especie vegetal y de las
condiciones del medio de cultivo. El nUmero de plantas que se obtiene por la
via de la micropropagacion permite alcanzar incrementos exponenciales,
considerando que todos los factores que afectan el crecimiento hayan sido
optimizados (Castillo, 2004).

El medio utilizado sera el M&S, 6-bencilaminopurina (BAP) (0,2 a 2,0

mg/L) o thidiazuron (0,2 a 2,0 mg/L) solos o en combinacién con (0,1 y 0,2
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mg/L) de acido a naftalen acético (ANA), arreglados en 9 tratamientos mas un

testigo; con esto se espera obtener una multiple aparicion de brotes

Posteriormente, los brotes seran subdivididos y traspasados a medios
frescos. Las variables evaluadas durante esta fase seran el nimero de brotes y
longitud de los brotes. Las condiciones ambientales seguirdn siendo las

mismas empleadas en la fase de establecimiento.

Tabla 3.3.1- Tratamientos para multiplicacion utili ~ zando BAP en

combinacién con ANA, nueve tratamientos mas un test igo.

Tratamiento BAP (mg/L) ANA (mg/L)

1 0 0
2 0,2 0
3 0,2 0,1
4 0,2 0,2
5 1 0
6 1 0,1
7 1 0,2
8 2 0
9 2 0,1
10 2 0,2
Tabla 3.3.2- Tratamientos para multiplicacion utili  zando TDZ en

combinaciéon con ANA, nueve tratamientos mas un test igo.

Tratamiento TDZ (mg/L) ANA (mg/L)

1 0 0
2 0,2 0
3 0,2 0,1
4 0,2 0,2
5 1 0
6 1 0,1
7 1 0,2
8 2 0
9 2 0,1
10 2 0,2
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3.3.1. Multiplicacion tratamientos (BAP - ANA)

Analisis exploratorio de datos

NUmero de brotes

En esta etapa de multiplicacion se utilizaron diez tratamientos para
evaluar la formacion de brotes y la longitud del explante; para ello se utilizaron
combinaciones de BAP (6 — Bencil aminopurina) con ANA (o— Acido naftalen
aceético), nueve tratamientos mas un testigo: tratamiento testigo-tratamiento uno
(BAP 0 mg/L —ANA 0 mg/L), tratamiento dos (BAP 0,2 mg/L — ANA 0 mg/L),
tratamiento tres (BAP 0,2mg/L — ANA 0,1 mg/L), tratamiento cuatro (BAP 0,2
mg/L — ANA 0,2 mg/L), tratamiento cinco (BAP 1 mg/L — ANA 0 mg/L),
tratamiento seis (BAP 1 mg/L- ANA 0,1 mg/L), tratamiento siete (BAP 1 mg/L —
ANA 0,2 mg/L), tratamiento ocho (BAP 2 mg/L — ANA 0 mg/L), tratamiento
nueve (BAP 2 mg/L — ANA 0,1 mg/L), tratamiento diez (BAP 2 mg/L — ANA 0,2
mg/L); ver Tabla 3.3.1.

Los resultados que se obtuvieron en cuanto a la formacion de brotes,
fueron: tratamiento tres (BAP 0,2mg/L — ANA 0,1 mg/L); presenta la mas alta
formacion de brotes que fueron siete; uno por cada repeticion en promedio,
este promedio fue obtenido de por lo menos diez repeticiones que se realizaron
para cada tratamiento, tratamiento diez (BAP 2 mg/L — ANA 0,2 mg/L); se
obtuvieron seis brotes; de igual manera en promedio, los resultados que se
obtuvieron en los tratamientos sefialados fueron comparados con los
tratamientos restantes en los que se utilizd esta combinacion hormonal

especifica; ver Figura 3.3.1.
Los tratamientos uno (Testigo) (BAP 0 mg/L —ANA 0 mg/L), cinco (BAP 1

mg/L — ANA 0 mg/L), seis (BAP 1 mg/L- ANA 0,1 mg/L), ocho (BAP 2 mg/L —
ANA 0 mg/L), nueve (BAP 2 mg/L — ANA 0,1 mg/L), ocasionaron apenas tres
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brotes en los tratamientos uno y cuatro, dos brotes en los tratamientos seis,

ocho, nueve, ver Figura 3.3.1.

El mayor porcentaje en cuanto a la formacion de brotes que dio como
resultado en la aplicacion de estos tratamientos fue el tratamiento tres (BAP
0,2mg/L — ANA 0,1 mg/L); con un porcentaje de 18,42%, el porcentaje que le
sigue es el que presenta el tratamiento diez (BAP 2 mg/L — ANA 0,2 mg/L), con
un valor de 15,79%; ver Figura 3.3.2.
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Figura 3.3.1 — Frecuencia en formacion de brotes en  los tratamientos de
multiplicacion para Ochroma lagopus, utilizando combinaciones de BAP y
ANA.

Los resultados de formacion de brote que mostraron los porcentajes
menos elevados fueron los de los tratamientos seis (BAP 1 mg/L- ANA 0,1
mg/L), ocho (BAP 2 mg/L — ANA 0 mg/L) y nueve (BAP 2 mg/L — ANA 0,1
mg/L) con apenas el 5,26% para los tres casos.

Los resultados de la formacion de brotes en la aplicacion de la
combinacion de BAP vs. ANA para estos diez tratamientos esta descrita en
porcentajes en la Figura 3.3.2 con una escala que tiene como valor mas alto el

20%, que hacen mas visibles los resultados.

80



15.79%
13, lfr"'f

10,53% 10.53%

7.89% 7.89%
I I 5, 26% 5.206% 5.26%
0.00% - i I I .
1 P g a 10

Tratamientos

Porcentaje de formacidn de brotes

Figura 3.3.2 —Porcentaje de formacion de brotes en  los tratamientos de
multiplicacién en los que se utiliz6 combinaciones de BAP vs. ANA.

Longitud de brotes

En lo que se refiere a la longitud obtenida en la aplicacion de estos
tratamientos, se la evalu6 en mm.; el tratamiento que produjo la mayor
elongacion de los explantes fue el tratamiento siete (BAP 1 mg/L — ANA 0,2
mg/L), con una altura promedio de 31,32 mm; seguido no por mucha diferencia
por el tratamiento cuatro (BAP 0,2 mg/L — ANA 0,2 mg/L), con una altura
promedio de 29,18 mm; los tratamientos uno (testigo) (BAP 0 mg/L —ANA O
mg/L) con una altura promedio de 29,18 mm., seis (BAP 1 mg/L- ANA 0,1
mg/L), con una altura promedio de 22,62 mm., cinco (BAP 1 mg/L — ANA O
mg/L),con una altura promedio de 21,68 mm., nueve (BAP 2 mg/L — ANA 0,1
mg/L), con una altura promedio de 22,08 mm. y diez (BAP 2 mg/L — ANA 0,1
mg/L), con una altura promedio de 20,90 mm., muestran una elongacién del
explante similar, los tratamientos tres (BAP 0,2mg/L — ANA 0,1 mg/L) y ocho
(BAP 2 mg/L — ANA 0 mg/L), decaen en cuanto a la longitud alcanzada con una
longitud promedio de 18,96 mm. y 18,35 mm.; respectivamente. El tratamiento
gue muestra la longitud promedio mas baja fue la del tratamiento dos (BAP 0,2
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mg/L — ANA 0 mg/L) con apenas 10,20 mm. de longitud del explante; ver Figura
3.3.4.
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Figura 3.3.4 —Longitud promedio de los explantes me  didas en (mm),
obtenidas de los tratamientos de multiplicacién en los que se utilizo
combinaciones de BAP vs. ANA.

Los valores de longitud alcanzados estan representados en porcentaje
en la Figura 3.3.5, y los porcentajes alcanzados mas representativos son los de
los tratamientos: siete 14,20%; cuatro 13,23% y dos 4,63%.

Para la variable; longitud del explante, se realiz6 una categorizacion de
la altura que alcanzaron los explantes, en la categoria uno: treinta cinco
explantes, en la categoria dos: cuarenta y uno explantes, en la categoria tres:
treinta ocho explantes, en la categoria cuatro: nueve explantes, en la categoria

cinco: un explante; ver Tabla 3.3.3.
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Figura 3.3.5 — Porcentaje de la longitud de los exp lantes, obtenidas de los
tratamientos de multiplicacion en los que se utiliz 0 combinaciones de
BAP vs. ANA.

Tabla 3.3.3- Categorizacion de datos para la longit  ud de los explantes
obtenidos en el tratamiento de BAP vs. ANA en laet apa de multiplicacion

de Balsa (Ochroma lagopus).

CATEGORIA | DESDE (mm) | HASTA (mm) EXPLANTES DENTRO DEL RANGO
1 0 13,752 35
2 13,752 27,504 41
3 27,504 41,256 38
4 41,256 55,008
5 55,008 68,76 1

La categoria en la que se colocaron mas explantes fue en la categoria
dos, la categoria de clasificacion que le sigue es la dos y seguida de esta la
uno. La categorizacion se realizé en cada tratamiento; en el tratamiento uno los
explantes se clasifican en la categoria dos con un 53,8%, el tratamiento dos los
explantes se clasifican en la categoria uno con 57,1%, en el tratamiento tres los
explantes se clasifican en la categoria uno con 46,2%, en el tratamiento cuatro

los explantes se clasifican en la categoria dos y tres con 36,4% para las dos
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categorias, en el tratamiento cinco los explantes se clasifican en la categoria
dos y tres con 41,7% para las dos categorias, en el tratamiento seis los
explantes se clasifican en la categoria dos con 36,4%, en el tratamiento siete
los explantes se clasifican en la categoria tres con 61,5%, en el tratamiento
ocho los explantes se clasifican en la categoria dos con 45,5%, en el
tratamiento nueve los explantes se clasifican en la categoria dos y tres con
33,3% para las dos categorias, en el tratamiento diez los explantes se
clasifican en las categorias uno y tres con 46,2% para las dos categorias; ver

anexo 16.

Las longitudes promedio que se alcanzaron con las combinaciones de
BAP vs. ANA se puede observar en la Figura 3.3.7, la concentracién de 1 mg/L
BAP con 0,2 mg/L ANA resulté en la mejor combinacion para alcanzar una
altura promedio de 31,30 mm., la combinacibn menos favorable para la

elongacion del brote fue la del tratamiento testigo.

40 T
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0 ) e 010
0.2 mg/LiBAF)

0 mg/L 11 IR
(ANAL 01 g/l (BAP)
mgfl 0.2
[ANA) mig/flL

(AHA)

Figura 3.3.7 — Longitud promedio de los explantes, obtenidas de los
tratamientos de multiplicacion en los que se utiliz 0 combinaciones de
BAP vs. ANA.
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Andlisis inferencial de datos

NUmero de brotes

El nimero de brotes se presentan resumidos en la tabla de
contingencia 3.3.4, ver anexo estadistico. En las columnas se ubican las
concentraciones de (6 — Bencil aminopurina), (0,2 mg/L; 1mg/L; 2mg/L) y en las
filas el namero de brotes (0, 1, 2) con 23 brotes en total como resultado de las
tres concentraciones de hormona usada, 10 brotes usando 0,2mg/L [BAP], 6
brotes usando 1 mg/L [BAP], 7 brotes usando 2mg/L [BAP]; el valor de p chi
cuadrado de pearson que se obtuvo fue de 0,5276 que es mayor al 5%, por
esto se puede decir que no existe dependencia entre las concentraciones

utilizadas de BAP y el niumero de brotes obtenidos; ver Tabla 3.3.5.

El nimero de brotes que se presentan resumidos en tablas de
contingencia; ver anexo estadistico; en las columnas: concentraciones de
(acido a-naftalenacético), (0,2 mg/L; 0,1mg/L), en las filas: el nUumero de brotes
que se clasificaron: 0, 1, 2 brotes, obteniéndose como resultado lo mostrado en
la tabla 3.3.6 , con 23 brotes en total como resultado de las dos
concentraciones de hormonas usadas, 10 brotes usando 0,1mg/L [ANA], 13
brotes usando 0,2 mg/L [BAP]; ver Tabla 3.3.6; el valor de p chi cuadrado de
pearson que se obtuvo fue de 0,7012 que es mayor al 5%, por esto se puede
decir que no existe dependencia entre las concentraciones utilizadas de ANA y
el numero de brotes obtenidos; ver Tabla 3.3.4.
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Tabla 3.3.4- Tabla de contingencia para la formacié

usando las concentraciones de 6-bencilaminopurina 0

n de brotes (0, 1, 2)
,2 mg/L; Imgl/L;

[BAP]
Brotes 0,2 mg/L 1mg/L 2mg/L [Total de Brotes
0 14 18 19 51
1 8 6 20
2 2 0 1 3
Total de Brotes 24 24 26 74
2mg/L.
Tabla 3.3.5- Valor de p chi cuadrado de pearson par alatabla de
contingencia para la formacion de brotes (0, 1, 2) usando las
concentraciones de 6-bencilaminopurina 0,2 mg/L; Im  g/L; 2mg/L.

Estadistico

Valor gl

E

Chi Cuadrado Pearson

3,18 4

Tabla 3.3.6- Tabla de contingencia para la formacié

usando las concentraciones de

0,5276

n de brotes (0, 1, 2)

a-acido naftalenacético 0,2 mg/L; 0,1mg/L.

[ANA]
Brotes 0,1 mg/L 0,2 mg/L |Total de brotes
0] 27 24 51
1 9 11 20
2 1 2 3
Total de brotes 37 37 74
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Tabla 3.3.7- Valor de p chi cuadrado de pearson par a la tabla de
contingencia para la formacién de brotes (0, 1, 2) usando las

concentraciones de a-acido naftalenacético 0,2 mg/L; 0,1mg/L.

Eztadistico Valor gl b
Chi Cuadrado Pearson 0,71 2 00,7012

El andlisis de varianza; ver anexo estadistico para el nimero de brotes
obtenidos al utilizar los tratamientos de BAP vs. ANA mostré como resultado
gue no hay diferencia estadisticamente significativa, obteniendo valores de p >
5%, para el modelo el valor de p fue de 0,3234, para las concentraciones de
BAP utilizadas el valor de p fue de 0,2478, para las concentraciones de ANA
utilizadas el valor de p fue de 0,3503, por esto podemos decir que todos los
tratamientos usados pertenecen a un mismo grupo estadistico letra A y no

existe diferencia entre ellos; ver Tabla 3.3.8.

La media mas alta para la formacion de brotes en los que se refiere al
uso de (6 — bencil aminopurina) fue la de 0,51 al usar 0,2 mg/L BAP y la menor
media obtenida de 0,24 resulté del uso de 1,0 mg/L BAP, la media mas alta
para la formacion de brotes respecto al uso de (acido a — naftalenacético) es la
gue nos da como resultado 0,41 al utilizar 0,2 mg/L de ANA y la media mas
baja de 0,29 obtenida al usar 0,1 mg/L de ANA; ver Tabla 3.3.8.
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Tabla 3.3.8- Andlisis de varianza para la formacion  de brotes usando BAP

(6 - bencilaminopurina) vs. ANA (acido

Analisi= de la wvarianza

Variable N E=

R L3

o — naftalenacético)

v

HumBrote=s 74 0,05

0,01 158,7

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sSC gl CH F p-valor
Modelo 1,10 3 0,37 1,18 00,3234

BLF 0,859 2 0,44 1,42 0,2478
AR 0,27 1 0,27 0,88 0,3503
Error 21,76 70 0,31

Total 22,86 73

Te=st:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,31&678

Error: 0,3109 gl: 70

BAP Media=z n E.E.

1,0 0,249 24 0,11 &
2,0 0,31 26 0,11 A
0,2 0,51 24 0,11 &

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DM5=D0,25855

Error: Q,3108
AWML Media=s n

gl: 70
E.E.

0,1 0,29 37
0,2 0,41 37

0,09 A
0,08 A
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Figura 3.3.8 — Densidad de puntos para las concentr  aciones de BAP (1,0
mg/L, 2,0 mg/L, 0,2 mg/L) usadas para la formacion  de brotes
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Figura 3.3.9 — Densidad de puntos para las concentr  aciones de ANA (0,1

mg/L, 0,2 mg/L) usadas para la formacién de brotes
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Figura 3.3.10 — Densidad de puntos para las concent raciones de ANA (0,1
mg/L, 0,2 mg/L) y las concentraciones de BAP (1,0 m g¢g/L, 2,0 mg/L, 0,2

mg/L) usadas para la formacién de brotes

Las medias que se obtuvieron respecto a la formacion de brotes en los
tratamientos en los que se utilizd (6 - bencilaminopurina) y ANA (acido a —
naftalenacético), estan descritos en los gréaficos de densidad de puntos en la
Figura 3.3.8; las concentraciones de BAP y en la Figura 3.3.9; concentraciones
de ANA y en la Figura 3.3.10; la relacidon de estas dos fitohormonas, en donde
existi6 mayor formacion de brotes fue al usar 0,1 mg/L de ANA con 0,2 mg/L de
BAP; al igual que en la combinacién hormonal: 0,2 mg/L de ANA con 2,0 mg/L
de BAP.

La combinacion de las hormonas BAP vs. ANA y los efectos en cuanto a
la formacion de brotes, son las siguientes: en las columnas ANA vs. BAP, en
las filas estan el nimero de brotes: 0, 1, 2; entonces: 0,1 mg/L ANA combinado
con 0,2 mg/L BAP; seis brotes; 0,1 mg/L ANA combinado con 1,0 mg/L BAP;
dos brotes; 0,1 mg/L ANA combinado con 2,0 mg/L BAP; cero brotes; 0,2 mg/L
ANA combinado con 0,2 mg/L BAP; cuatro brotes; 0,2 mg/L ANA combinado
con 1,0 mg/L BAP; cuatro brotes; 0,2 mg/L ANA combinado con 2,0 mg/L BAP;
cinco brotes, se obtuvo un valor de p de 0,8087 lo que quiere decir que no hay
dependencia entre en numero de brotes y la combinacion utilizada de

hormonas; ver Tabla 3.3.9.
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Tabla 3.3.9 — Tabla de contingencia para la formaci 6n de brotes usando
combinaciones de hormonas: BAP vs. ANA y valor de ¢ hi cuadrado de

pearson .

Taklas de contingencia

Frecusncisas sbhsolutas
En columnas:ANA:BAP

MumBrotes 0,1:0,2 0,1:1,0 0,1:2,0 0,2:0,2 0,2:1,0 0,2:2,0 Total

0 7 g 11 i g g 51

1 5 i P 3 4 4 20

2 1 0 0 1 0 1 3

Total 13 11 13 11 13 13 T4
Estadistico Valor gl ©p

Chi Cuadrado Pearson &,08 10 0, 8087

Longitud de brotes

La longitud de los explantes se describe en la siguiente tabla de
contingencia en las columnas las combinaciones de BAP vs. ANA: 0,2 mg/L
BAP — 0,1 mg/L ANA; 0,2 mg/L BAP — 0,2 mg/L ANA; 1,0 mg/L BAP — 0,1 mg/L
ANA; 1,0 mg/L BAP — 0,2 mg/L ANA; 2,0 mg/L BAP — 0,1 mg/L ANA; 2,0 mg/L
BAP — 0,2 mg/L ANA, La longitud alcanzada de los explantes cultivados en la
etapa de multiplicacion utilizando la combinacion de (6 — Bencil aminopurina)
BAP con (4cido a — naftalenacético) ANA, se dio desde: 7,95 mm. hasta 68,76

mm; ver anexo 17.
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Tabla 3.3.10 — Valor de chi cuadrado obtenido de la  tabla de contingencia
en donde se evalla la longitud de los brotes usando combinaciones de
hormonas: BAP vs. ANA.

Eztadlistico Valor gl b
Chi Cuadrado Pearson 304,65 300 00,4145

El valor de p obtenido al realizar la tabla de contingencia para la longitud
de brotes para la prueba de chi cuadrado fue de 0,4145, lo que quiere decir que
no existe dependencia entre las combinaciones de hormonas utilizadas y la
longitud de los explantes que se obtuvo como resultado en este experimento;
ver Tabla 3.3.10.

Tabla 3.3.11 — Analisis de varianza para la longitu  d de los brotes usando
combinaciones de hormonas: BAP vs. ANA.

Analisis de la varianza

Variable 2] E: R= Rj CVW
LongExplante 74 0,06 0,01 66,03

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modele 1031,81 3 343,94 1,386 00,2622
BWR 599,55 1 599,55 2,37 00,1281
BLP 392,30 2 196,15 0,78 0,4643

Error 17702,54 T0 252,89
Total 18734,35 73

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=T7,37400
Error: 252,8835 gl: 70

LNR Mediaz n E.E.

0,1 21,30 37 2,6
0,2 27,01 37 2,6

2 A
2 A

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DM5=5, 603451
Error: Z252,8825 gl: 70
BAP Media=s n E.E.

2,0 21,49 26 3,12 A
0,2 23,88 24 3,25 R
1,0 27,09 24 3,25 A

92



En el analisis de varianza para la longitud de los explantes el valor de p
obtenido para el modelo fue de 0,2622; los valores de p para las
concentraciones de ANA el valor de p fue: 0,1281; para las concentraciones de
BAP el valor de p fue de: 0,4643, por ello decimos que no existe diferencia
estadisticamente significativa, ya que todos los tratamientos pertenecen a
mismo grupo estadistico letra A, las medias que se obtuvieron respecto a la
longitud de brotes, la mas alta fue de 27,09 usando 1,0 mg/L BAP y 27,01
usando 0,2 mg/L ANA; ver Tabla 3.3.11.
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Figura 3.3.11 — Densidad de puntos para las concent raciones de BAP (2,0

mg/L, 1,0 mg/L, 0,2 mg/L) usadas para la longitud d e brotes

En la Figura 3.3.11 de gréafico de densidad de puntos se observo
claramente que la concentracién de BAP con la que se obtuvo mayor altura fue
la de 0,2 mg/L, aunque la diferencia con el resto de concentraciones es infima,
en la Figura 3.3.12 se observa apenas una diferencia minima en las
concentraciones de ANA que fueron usadas: 0,1 y 0,2 mg/L igualmente para la
longitud. Al combinar las dos hormonas; la mejor combinacion para una mejor
longitud fue: 0,1mg/L de ANA con 0,2 mg/L de BAP; ver Figura 3.3.13.
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Figura 3.3.12 — Densidad de puntos para las concent raciones de ANA (0,1
mg/L, 0,2 mg/L) usadas para la longitud de brotes.
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Figura 3.3.13 — Densidad de puntos para las concent raciones de ANA (0,1
mg/L, 0,2 mg/L) y las concentraciones de BAP (2,0 mg/L, 1,0 mg/L, 0 ,2

mg/L) usadas para la longitud de brotes
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3.3.2 Multiplicacion tratamientos (TDZ - ANA)

Analisis exploratorio de datos

NUmero de brotes

En esta etapa de multiplicacion se utilizaron diez tratamientos para
evaluar la formacion de brotes y la longitud del explante; para ello se utilizaron
combinaciones de TDZ (Thidiazuron) con ANA (acido a— naftalen acético),
nueve tratamientos mas un testigo: tratamiento testigo-tratamiento uno (TDZ 0
mg/L —ANA 0 mg/L), tratamiento dos (TDZ 0,2 mg/L — ANA 0 mg/L), tratamiento
tres (TDZ 0,2mg/L — ANA 0,1 mg/L), tratamiento cuatro (TDZ 0,2 mg/L — ANA
0,2 mg/L), tratamiento cinco (TDZ 1 mg/L — ANA 0 mg/L), tratamiento seis (TDZ
1 mg/L- ANA 0,1 mg/L), tratamiento siete (TDZ 1 mg/L — ANA 0,2 mg/L),
tratamiento ocho (TDZ 2 mg/L — ANA 0 mg/L), tratamiento nueve (TDZ 2 mg/L
— ANA 0,1 mg/L), tratamiento diez (TDZ 2 mg/L — ANA 0,2 mg/L); ver Tabla
3.3.2.

Los resultados que se obtuvieron en cuanto a la formacion de brotes,
fueron: tratamiento cinco (TDZ 1mg/L — ANA 0 mg/L); presenta la mas alta
formacion de brotes que fueron veinte y tres; los resultados que se obtuvieron
en el resto de tratamientos sefalados fueron comparados con el tratamiento

que origind el mayor niumero de brotes; ver Figura 3.3.14.

Los tratamientos seis (TDZ 1 mg/L — ANA 0,1 mg/L), ocho (TDZ 2 mg/L —
ANA 0 mg/L), tres (TDZ 0,2 mg/L — ANA 0,1mg/L) originaron una formacién de
brotes similar que fue de nueve brotes y siete brotes en el tratamiento tres; ver
Figura 3.3.14.

Los tratamientos uno (Testigo) (TDZ 0 mg/L —ANA 0 mg/L), dos (TDZ 0,2
mg/L — ANA 0 mg/L), cuatro (TDZ 0,2 mg/L- ANA 0,2 mg/L), siete (TDZ 1 mg/L
— ANA 0,2 mg/L), nueve (TDZ 2 mg/L — ANA 0,1 mg/L),diez (TDZ 0,2 mg/L —
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ANA 0,2 mg/L) ocasionaron apenas 20 brotes entre todos los tratamientos
mencionados; ver Figura 3.3.14.

El mayor porcentaje en cuanto a la formacion de brotes que dio como
resultado en la aplicacién de estos tratamientos fue el tratamiento cinco (TDZ 1
mg/L — ANA 0 mg/L); con un porcentaje de 32,86 %, el porcentaje que le sigue
es el que presenta el tratamiento seis (TDZ 1 mg/L — ANA 0,1 mg/L) y el
tratamiento ocho (TDZ 2 mg/L — ANA 0 mg/L), con un valor similar de 12,86%;
ver Figura 3.3.15.
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Figura 3.3.14 —Formacion de brotes en los tratamien  tos de multiplicacion

para Ochroma lagopus, utilizando combinaciones de TDZ y ANA.
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Figura 3.3.15— Porcentaje de formacion de brotes en  los tratamientos de

multiplicacion en los que se utilizé combinaciones de TDZ vs. ANA.

Longitud de brotes

En lo que se refiere a la longitud obtenida en la aplicacion de estos
tratamientos, se la evalu6 en mm.; el tratamiento que produjo la mayor
elongacion de los explantes fue el tratamiento ocho (TDZ 2 mg/L — ANA 0
mg/L), con una altura promedio de 23,68 mm; seguido no por mucha diferencia
por el tratamiento nueve (TDZ 2 mg/L — ANA 0,1 mg/L), con una altura

promedio de 23,39 mm; ver Figura 3.3.16.

Los tratamientos uno (testigo) (TDZ 0 mg/L —ANA 0 mg/L) con una altura
promedio de 13,41 mm., dos (TDZ 0,2 mg/L — ANA 0 mg/L), con una altura
promedio de 15,47 mm., tres (TDZ 0,2mg/L — ANA 0,1 mg/L),con una altura
promedio de 15,86 mm., cuatro (TDZ 0,2 mg/L — ANA 0,2 mg/L), con una altura
promedio de 16,72 mm; muestran una elongacion del explante similar, los
tratamientos cinco (TDZ 1 mg/L — ANA 0 mg/L), seis (TDZ 1 mg/L- ANA 0,1
mg/L) y diez (TDZ 0,2 mg/L — ANA 0,2 mg/L) incrementan la longitud alcanzada

con respecto a los tratamientos anteriormente nombrados con una longitud
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promedio de 21,73 mm., 20,19 mm. y 18.69 mm. respectivamente. El
tratamiento que muestra la longitud promedio mas bajo fue la del tratamiento
siete (TDZ 1 mg/L — ANA 0,2 mg/L) con apenas 11.09 (mm) de longitud del
explante; ver Figura 3.3.16.

25.00 1368 2339
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Tratamientos
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Figura 3.3.16 —Longitud promedio de los explantes m  edidas en (mm),
obtenidas de los tratamientos de multiplicacién en los que se utilizo
combinaciones de TDZ vs. ANA.

Los valores de longitud alcanzados estan representados en porcentaje
en la Figura 3.3.17, y los porcentajes alcanzados mas representativos son los
de los tratamientos: ocho 13,1 %; nueve 13,0% y cinco 12,1 %.Y el porcentaje

mas bajo el del tratamiento siete con 6,2 %.

Para la variable; longitud del explante, se realiz6 una categorizacion de
la altura que alcanzaron los explantes, en la categoria uno: treinta seis
explantes, en la categoria dos: treinta y cinco, en la categoria tres: veinte y
nueve explantes, en la categoria cuatro: veinte y cinco explantes, en la

categoria cinco: nueve explantes; ver Tabla 3.3.12.
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Figura 3.3.17 — Porcentaje de la longitud de los ex plantes, obtenidas de
los tratamientos de multiplicacion en los que se ut iliz6 combinaciones de
TDZ vs. ANA.

Tabla 3.3.12- Categorizacion de datos para la longi  tud de los explantes
obtenidos en el tratamiento de TDZ vs. ANA enlaet apa de multiplicacién

de Balsa (Ochroma lagopus)

CATEGORIAS [ DESDE (mm) | HASTA (mm) | EXPLANTES DENTRO DEL RANGO
1 0 9,3 36
2 9,3 18,6 35
3 18,6 27,9 29
4 27,9 37,2 25
5 37,2 46,5 9

La categoria en la que se colocaron mas explantes fue en la categoria
uno, la categoria de clasificacién que le sigue es la dos y seguida de esta la

tres.

La categorizacion se realizdé en cada tratamiento; en el tratamiento uno

los explantes se clasifican en la categoria uno con 42,9%, el tratamiento dos
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los explantes se clasifican en la categoria uno con 42,9%, en el tratamiento tres
los explantes se clasifican en la categoria uno con 33,3%, en el tratamiento
cuatro los explantes se clasifican en la categoria uno y dos con 28,6 % para las
dos categorias, en el tratamiento cinco los explantes se clasifican en la
categoria dos con 42,9 %, en el tratamiento seis los explantes se clasifican en
la categoria dos, tres y cuatro con 30,8 %, en el tratamiento siete los explantes
se clasifican en la categoria uno con 50,0 %, en el tratamiento ocho los
explantes se clasifican en la categoria tres y cuatro con 33,3%, en el
tratamiento nueve los explantes se clasifican en la categoria dos con 40,0 %,
en el tratamiento diez los explantes se clasifican en las categorias uno con 30,8

%: ver anexo 18.

Las longitudes promedio que se alcanzaron con las combinaciones de
TDZ vs. ANA se puede observar en la Figura 3.3.18, la concentracion de 2
mg/L TDZ con 0 mg/L ANA resulté en la mejor combinacion para alcanzar una
altura promedio de 23,68 mm., la combinacion menos favorable para la
elongacion del brote fue la del tratamiento en el que se combiné 0 mg/L de TDZ
con 0,1 mg/L y 0,2 mg/L de ANA.

100



25 T m20-15
2 mg/L{TDZ)
20 w1510
1 mg/L (TDZ)
i:; gL (TDL) 210-1%
ﬁ ﬂ'..lll'i!.‘.-’l.l}UZJ .5'1{‘
il 0mg/L(TDZ) m0-5
.3 -1 .\
Y b b
ﬂ}\' v @w
& & &
o . 2

Figura 3.3.17 — Longitud promedio de los explantes, obtenidas de los
tratamientos de multiplicacién en los que se utiliz 6 combinaciones de
TDZ vs. ANA

Andlisis inferencial de datos

NUmero de brotes

El nimero de brotes que se presentan usando tablas de
contingencia; ver anexo estadistico; en las columnas: concentraciones de
Thidiazuron, (0,2 mg/L; 1mg/L; 2mg/L), en las filas: el nUmero de brotes que se
clasificaron: 0, 1, 2, 3, 4 brotes, obteniéndose como resultado lo mostrado en la
Tabla 3.3.13, con 32 brotes en total como resultado de las tres concentraciones
de hormona usada, 8 brotes usando 0,2mg/L [TDZ], 14 brotes usando 1 mg/L
[TDZ], 10 brotes usando 2mg/L [TDZ]; ver Tabla 3.3.13. El valor de p chi
cuadrado de pearson que se obtuvo fue de 0,1062 que es mayor al 5%, por
esto se puede decir que no existe dependencia entre las concentraciones
utilizadas de TDZ y el nimero de brotes obtenidos; ver Tabla 3.3.14.

101



Tabla 3.3.13- Tabla de contingencia para la formaci
4) usando las concentraciones de Thidiazuron 0,2 mg

on de brotes (0, 1, 2, 3,
/L; Img/L; 2mg/L.

TDZ
Brotes 0,2 mg/L 1 mg/L 2mg/L |Total de Brotes
0 18 27 29 74
1 4 3 14
2 4 3 8
3 0 5 6
4 0 3 4
Total de Brotes 26 41 39 106

Tabla 3.3.14- Valor de p chi cuadrado de pearson pa ra latabla de
contingencia para la formacion de brotes (0, 1, 2, 3,4) usando las

concentraciones de Thidiazuron 0,2 mg/L; 1mg/L; 2mg /L.

Eztadlistico Valor gl P
Chi Cuadrado Pearson 13,17 8 0,10&2

El nimero de brotes se presentaron usando tablas de contingencia; ver
anexo estadistico. en las columnas: concentraciones de (acido a-
naftalenacético), (0,2 mg/L; 0,1mg/L), en las filas: el nimero de brotes que se
clasificaron: 0, 1, 2, 3, 4 brotes, obteniéndose como resultado lo mostrado en la
Tabla 3.3.15, con 32 brotes en total como resultado de las tres concentraciones
de hormona usadas, 11 brotes usando 0 mg/L [ANA], 12 brotes usando 0,1
mg/L [ANA] , 9 brotes usando 0,2 mg/L [ANA]; ver Tabla 3.3.15; el valor de p
chi cuadrado de pearson que se obtuvo fue de 0,0057 que es menor al 5%, por
esto se puede decir que si existe dependencia entre las concentraciones

utilizadas de ANA y el numero de brotes obtenidos; ver Tabla 3.3.16.
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Tabla 3.3.15- Tabla de contingencia para la formaci
4) usando las concentraciones de
0,1mg/L, 0 mg/L.

on de brotes (0, 1, 2, 3,
a-acido naftalenacético 0,2 mg/L;

ANA
Brotes 0mg/L 0,1mg/L | 0,2mg/L |Total de Brotes

0 15 27 32 74

1 2 6 6 14

2 1 4 3 8

3 2 0 6

4 4 0 0 4
Total de Brotes 26 39 41 106
Tabla 3.3.16- Valor de p chi cuadrado de pearson pa ra la tabla de

contingencia para la formaciéon de brotes (0, 1, 2, 3,4) usando las
concentraciones de ANA ( a — acido naftalenacético) 0,2 mg/L; 1mg/L;

2mg/L.

Estadistico Valor gl 1,
Chi Cuadrado Pearson 21,58 2 0,0057

El analisis de varianza; ver anexo estadistico; para el numero de brotes
obtenidos al utilizar los tratamientos de TDZ vs. ANA mostr6 como resultado
que si hay diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos,
obteniendo valores de p < 5%, para el modelo en el que se utilizd las
concentraciones de TDZ el valor de p fue de 0,0017, para el modelo en el que
se utilizé las concentraciones de ANA el valor de p fue de 0,0019; ver Tabla
3.3.17.

La media mas alta para la formacion de brotes en los que se refiere al
uso de (Thidiazuron) fue la de 0,81 al usar 1,0 mg/L TDZ y la menor media
obtenida de 0,36 resulté del uso de 2,0 mg/L TDZ, en las concentraciones de
TDZ usadas no existe grupos estadisticos diferentes, todos los tratamientos

pertenecen al grupo letra A, la media mas alta para la formacion de brotes
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respecto al uso de ANA (acido a — naftalenacético) es la que nos da como
resultado 1,30 al utilizar 0 mg/L de ANA y la media mas baja de 0,26 obtenida
al usar 0,2 mg/L de ANA, en las concentraciones de ANA usadas si existe
grupos estadisticos diferentes, dos de los tratamientos pertenecen al grupo
estadistico letra A y el tratamiento en el que no se usa la hormona vegetal
pertenece al grupo estadistico letra B; ver Tabla 3.3.17.

Las medias que se obtuvieron en los tratamientos en los que se utilizo
(Thidiazuron) y ANA (4cido a — naftalenacético), estan descritas en los graficos
de densidad de puntos, en la Figura 3.3.18 se observa que la concentracion de
0 mg/L de ANA es la mejor respecto a la formacién de brotes y en la Figura
3.3.19 la concentracion de 1 mg/L de TDZ demostré ser la mejor para la
formacion de brotes, y en la Figura 3.3.20 la mejor combinacién hormonal para
la obtencién de brotes fue: 0 mg/L de ANA con 0,1 mg/L de TDZ; que fue la que
mejor formacion de brotes que presenté y 0 mg/L de ANA con 2 mg/L de TDZ.
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Tabla 3.3.17- Analisis de varianza y medias parala formacién de brotes
usando TDZ (Thidiazuron) vs. ANA (4cido  a — naftalenacético)

Variable N R E* &3 CV
NimBrotes 106 0,14 0,11 170,69

Cnadro de Andlisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CH F p-valor Coef

Modelo 17,02 5,67 5,34 00,0018

[ANA] la,862 8,31 7,8 0,0007

[TDZ] 2,51 2,51 2,36 0,1272 -0,23
Error 108,34 102 1,06

Total 125,36 105

= Ry L

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,45117
Error: 1,0821 gl: 102
[AMEA] Media= n E.E.

0,2 0,26 41 0,16 A
0,1 0,50 39 0,17 &

0,0 1,30 26 0,21 B
Variable N R: R® B3 CV

NimBrotes 106 0,14 0,11 170,54

Cuoadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CM F p—-valor Coef

Modelo 17,22 3 5,74 5,41 0,0017
[TDZ] 4,21 2 2,10 1,98 0,1428

[ANA] 12,15 1 12,15 11,46 00,0010 -4,52
Error 108,14 102 1,06

Total 125,36 105

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,45072
Error: 1,0802 gl: 102
[TDZ] Mediasz n E.E.

2,0 0,36 3% 0,17 &
0,2 0,64 26 0,21 B
1,0 0,81 41 0,16 &
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Figura 3.3.19 — Densidad de puntos para las concent raciones de TDZ (2
mg/L, 1 mg/L, 0,2 mg/L) usadas para la formacion de  brotes
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Figura 3.3.18 — Densidad de puntos para las concent raciones de ANA (0,1
mg/L, 0,2 mg/L, 0 mg/L) usadas para la formacion de  brotes
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Figura 3.3.20 — Densidad de puntos para las concent  raciones de TDZ (2
mg/L, 1 mg/L, 0,2 mg/L) y las concentraciones de AN A (0,1 mg/L, 0,2 mg/L,
0 mg/L) usadas para la formacion de brotes

La combinacion de las hormonas TDZ vs. ANA y los efectos en cuanto a
la formacién de brotes, son las siguientes: en las columnas TDZ vs. ANA, en
las filas estan el numero de brotes: 0, 1, 2, 3 ,4 ; entonces: 0,2 mg/L TDZ
combinado con 0,1 mg/L ANA ; cuatro brotes; 0,2 mg/L TDZ combinado con 0,2
mg/L ANA; cuatro brotes; 1 mg/L TDZ combinado con 0 mg/L ANA; siete
brotes; 1 mg/L TDZ combinado con 0,1 mg/L ANA; cuatro brotes; 1 mg/L TDZ
combinado con 0,2 mg/L ANA, tres brotes; 2 mg/L TDZ combinado con 0 mg/L
ANA; cuatro brotes, 2 mg/L de TDZ combinado con 0,1 mg/L ANA; cuatro
brotes, 2mg/L de TDZ combinado con 0,2 mg/L de ANA,; dos brotes.

La formacién de los brotes en los explantes se describe en la siguiente
tabla de contingencia en las columnas las combinaciones de TDZ vs. ANA: 0,2
mg/ L TDZ - 0,1 mg/L ANA, 0,2 mg/L TDZ - 0,2 mg/L ANA, 1 mg/L TDZ - 0 mg/L
ANA, 1 mg/L TDZ - 0,1mg/l ANA, 1 mg/L TDZ - 0,2 mg/L ANA, 2 mg/L TDZ -
ANA 0 mg/L, 2 mg/L TDZ - 0,1 mg/L ANA, 2 mg/L TDZ - 0,2 mg/L ANA; ver
Tabla 3.3.18.
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Tabla 3.3.18 — Tabla de contingencia para la formac i6n de brotes usando
combinaciones de hormonas: TDZ vs. ANA, valor chi c uadro de pearson

para la formacion de brotes.

Frecuencias sbsolutas
En columnas: [TDE]:[ANA]

NimBrotes 0,2:0,1 0,2:0,2 1,0:0,0 1,0:0,1 1,0:0,2 2,0:0,0 2,0:0,1 2,0:0,2 Total
0 g 10 T q 11 g 10 11 T4
1 1 3 1] 1 2 2 4 1 14
2 3 1 1 1 1 0 0 1 g
3 1] 1] 3 2 1] 1 1] o] ]
4 1] 1] 3 1] 1] 1 1] o] 4
Total 12 14 14 13 14 12 14 13 106
Estadistico Valor gl ©p

Chi Cuadrado Pearson 41,72 28 0,0460

Longitud de brotes

La longitud alcanzada de los explantes cultivados en la etapa de
multiplicacion utilizando la combinacion de (Thidiazuron) con (acido a —
naftalenacético), se dio desde: 5,89 mm. hasta 46,5 mm.; ver anexo 19, se
obtuvo un valor de p de 0,4264 lo que quiere decir que no hay dependencia
entre la longitud de brotes y la combinacion utilizada de hormonas; ver Tabla
3.3.19.

Tabla 3.3.19 — Valor de chi cuadrado obtenido de la  tabla de contingencia
en donde se evalua la longitud de los brotes usando combinaciones de
hormonas: TDZ vs. ANA

Eztadistico Valor gl E
Chi Cuadrado Pearson 642,982 637 00,4264
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Tabla 3.3.20 — Andlisis de varianza para la longitu  d de los brotes usando

combinaciones de hormonas: TDZ vs. ANA

Analisi= de la varianza

Variable N E=
LongExplante 106 0,09

R: A§ CV
0,06 61,90

Cnadro de Analisi= de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CM F p—-valor Coef
Modelo 1312,10 3 437,37 3,20 00,0264
[TDZ] 430,00 2 215,00 1,57 00,2120
[AMNL] 717,83 1 717,83 5,26 00,0239 -34,758
Error 139525,40 102 136,52
Total 15237,45% 105
Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=5,6 56860
Error: 136,5235 gl: 102
[TDZ] Mediaz nn E.E.
1,0 17,12 41 1,84 A
0,2 17,71 26 2,37 A
2,0 21,51 39 1,88 &
Analisis de la varianza
Variable 2] E® R® Aj CW
LongExplante 106 0,08 0,05 62,07
Cnadro de Andlisiz de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CH F p-valor Coef
Modelo 1234,14 3 411,38 3,00 00,0342
[ANZ] 674,78 2 337,39 2,46 0,0907
[TDZ] 328,77 1 328,77 2,3% 00,1248 2,58
Error 14003,36 102 137,29
Total 15237,49 105

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS5=5,6 58417

Error: 137,2878 gl: 102
[AHA] Mediaz mn E.E.

0,2 15,75 41 1,84 &
0,1 20,18 39 1,88 A B
0,0 21,88 26 2,35 B

En el analisis de varianza para la longitud de los explantes el valor de p
obtenido para el modelo de ANA fue de 0,0342 y para el modelo de TDZ fue de

0,0264; los valores de para las concentraciones de ANA el valor de p fue:
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0,0907; para las concentraciones de TDZ el valor de p fue de: 0,2120, por ello
decimos que si existe diferencia estadisticamente significativa, y que las
concentraciones de ANA tienen que ver con la longitud alcanzada por los
explantes, por ello los tratamientos pertenecen a diferentes grupos estadisticos
letra A y letra B, caso contrario como resulté con las concentraciones de TDZ
usadas, ya que todos los tratamientos pertenecen a mismo grupo estadistico
letra A, las medias que se obtuvieron respecto a la longitud de brotes, la mas
alta fue de 21,51 usando 2,0 mg/L TDZ y 21,88 usando 0 mg/L ANA; ver Tabla
3.3.20, en la Figura 3.3.21 se observa que la mejor longitud del explante fue al
usar 2 mg/l de TDZ; pero no es graficamente diferente al compararlo con el
resto de concentraciones usadas, en la Figura 3.3.22 las concentraciones de
ANA que favorecen a la longitud de los explantes fueron la de 0,1 y 0 mg/L, en
la Figura 3.3.23 se muestra la mejor combinacion hormonal respecto a la
longitud alcanzada; no existe diferencia graficamente destacable.

48,81

34,04

23,28

LongExplante

10,48

0z 10 ?nn

moz)
Figura 3.3.21 — Grafico de densidad de puntos para las concentraciones

de TDZ (2,0 mg/L, 1,0 mg/L, 0,2 mg/L) usadas paral a longitud de brotes.

110



48,82

36,04

21,28

LongExplante

10,48

JANA]

Figura 3.3.22 — Grafico de densidad de puntos para las concentraciones
de ANA (0 mg/L, 0,1 mg/L, 0,2 mg/L) usadas parala longitud de brotes
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Figura 3.3.23 — Grafico de densidad de puntos para las concentraciones
de ANA (0 mg/L, 0,1 mg/L, 0,2 mg/L) vs. concentraci ones de TDZ (2,0
mg/L, 1,0 mg/L, 0,2 mg/L) usadas para la longitud d e brotes.

En el anexo 20 se observa el porcentaje de formacion de brotes
utilizando BAP vs. ANA del8, 42% comparado con TDZ vs. ANA 32,86%;
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ademas el anexo 21; muestra el porcentaje de longitud alcanzada utilizando
BAP vs. ANA que fue de: 32,86% comparado con TDZ vs. ANA que fue de:
13.1%.

112



CAPITULO 4

DISCUSION

4.1 Etapa |: Establecimiento in vitro.

La limpieza de las yemas apicales de Balsa (Ochroma lagopus) para
retirar hongos y bacterias, se la realizé utilizando un protocolo de desinfeccion

obtenido de experimentos previos realizados en esta investigacion.

4.1.1 Etapa de desinfeccion.

La desinfeccion en condiciones in vitro de las yemas de Balsa-Ochroma
lagopus se realizé con yemas que se obtuvieron de campo; sometidas y no
sometidas a un tratamiento fitosanitario previo; al no ser sometidas al
procedimiento fitosanitario se obtuvo resultados de contaminacién de 70% a
90%, por lo que se descarto realizar el procedimiento de desinfeccion in vitro
sin haber aplicado el tratamiento previo. Segun (Abdelnour Ana, Jean Escalant,
1994), materiales vegetales que crecen en el invernadero son mas limpios que
los que se mantienen en el campo, las yemas de Balsa que se utilizaron como
material para la introducciéon in vitro se obtuvieron de plantas que se
desarrollaron y controlaron en invernadero, sometidas a un tratamiento
fitosanitario con la aplicacion de un fungicida de contacto; a una concentracion
de 0,1% de su principio activo (oxido cuproso) con aplicaciones mensuales
cada tres dias, segun (Castellasnos L., 2011) el 6xido cuproso manifiesta

niveles de inhibicidén del crecimiento micelial.

Otro factor que influyé en la introduccién es el tamafio del explante;
segun (Abdelnour Ana, Jean Escalant, 1994) entre mas pequefio sea el
explante a introducir a cultivo in vitro menor sera la contaminacion a eliminar; el

tamafio promedio de los explantes obtenidos de las yemas apicales de Balsa
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fueron de 3 a 4 cm; este tamafio fue el mas adecuado y permitié el
establecimiento del tejido y del cultivo.

La primera etapa de desinfeccion de las yemas apicales de Balsa
consistid en probar soluciones de hipoclorito de sodio variando concentraciones
y tiempos de inmersion, las concentraciones y los tiempos de inmersion fueron
de: 0,5% - 40 min, 1,0% - 30 min, 1,5% - 20 min y 2,5% - 10 min, luego de esta
aplicacion, se observo en primer lugar que las concentraciones altas de
hipoclorito de sodio que fueron usadas son muy drasticas para la mayoria de
los explantes ocasionando el necrosamiento del tejido, (Sanchez M., 2004) este
efecto puedo darse por la caracteristica de potente oxidante que posee, pero
en cambio fue muy efectivo en cuanto a desinfeccion, ya que a estas
concentraciones no se presentd contaminacién, entonces la relacion de la
concentracion de hipoclorito de sodio con el tiempo de inmersion; resulté en:
concentraciones altas con bajos tiempos de inmersion evitan eficazmente la
contaminacion; pero tienen altos niveles de oxidacion y recae en el
necrosamiento del explante, ahora; concentraciones bajas de hipoclorito de
sodio con tiempos de inmersion elevados evitan la contaminacion, la oxidacion
y el necrosamiento de los explantes; ademas favorecié la viabilidad, la
concentracion de 0,5% de concentraciéon de NaCIlO con un tiempo de inmersion
de 40 min obtuvo la media mas alta y representativa en cuanto a las variables

descritas.

La desinfeccion fue Optima en cuanto a eliminar infecciones bacterianas
gue se presentaron en la etapa de introduccién en condiciones in vitro, pero la
contaminacion fungica que presentaron las yemas de Balsa fue dificil de
mitigar. Realizada la primera etapa de la desinfeccion aplicando los
tratamientos de desinfeccion con las diferentes concentraciones de hipoclorito
de sodio y sus respectivos tiempos de inmersion se obtuvo como al mejor

tratamiento al nimero uno (0.5% NaClO - 40 min).

La desinfeccion se complementé con el uso de fungicidas, por tener
contaminacion fungica persistente, en los explantes que se introdujeron se

presentd contaminacion flngica luego de haber incubado los explantes en un
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periodo de alrededor de 15 a 20 dias, tiempo en el cual el proceso de
desinfeccién ya es considerado como viable y adecuado para el explante que
se esta tratando, pero en este caso en este periodo de tiempo apenas

comenzaba a darse muestras de este tipo de contaminacion.

Por ello se afadio al hipoclorito de sodio al 0,5% y 40 min. de inmersion,
fungicidas capaces de mitigar este tipo de contaminacion (fangica) que se
presentd en la Balsa (Ochroma lagopus), los fungicidas usados fueron: Captan
0,1%, Oxido cuproso 0,1%, Azoxystrobin; Difenoconazol 0,1% y 0,3%, y con
sus respectivas combinaciones; se realizd la aplicaciéon de los fungicidas
descritos ya que segun (Castellasnos L., 2011) y (Malagafion J., 2005); estas
concentraciones de Captan, Oxido cuproso, Azoxystrobin y Difenoconazol
impide esporulacién fingica y disminuye la produccién de conidios®
notablemente; favoreciendo su erradicacion, la composicién que mejor resultd
obtuvo fue: Captan 0,1% -Oxido cuproso 0,1%- Azoxystrobin; Difenoconazol
0,3%, mas la solucion de hipoclorito de sodio que funcion6 en la etapa de
desinfeccién previa es decir: 0,5% de concentracion y 40 minutos de
inmersion.los niveles de supervivencia mejoraron y de contaminacién

disminuyeron.

La viabilidad fue complementada con un proceso mecanico (Figura 2,3),
el cual consistié en eliminar los tricomas que recubren en tejido de la Balsa y
retirar la mayor cantidad posible de primordios foliares que recubren el tejido
meristematico, responsable de la division celular y por ende del desarrollo del

explante que es introdujo.

'Esporas de origen asexual, no flageladas formadas en el apice o lados de una

célula esporogena.
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(Beihefte, 1990) Sefiala: que las yemas de Balsa exhiben en su
naturaleza fisiolégica un recubrimiento de abundante vello sedoso color verde
amarillento denominados tricomas, estos tricomas estaban presentes alrededor
de todo los explantes que se utilizaron y fue un limitante para la etapa de
desinfeccion y poder lograr su establecimiento in vitro, ademas el tejido
meristematico de la yema apical se encuentra recubierto por primordios foliares
que también impiden que el proceso de desinfeccion sea efectivo; por lo que
considerd a continuacion la eliminacion mecanica de los mismos; es decir, de

los tricomas que rodean el tejido y de los primordios foliares.

La eliminacion se la realizé en la camara de flujo laminar posterior al
proceso de desinfeccion, se utilizO un estereomicroscopio para realizar los
cortes a los explantes con el propdésito de reducir posibles dafios que se
pueden realizar al material, los cortes fueron longitudinales cuando se trataba
de eliminar los tricomas que recubrian el tejido vegetal, la eliminacion de los
primordios foliares fue meticulosa con el proposito de no maltratar el tejido
meristematico y no afectar el proceso de crecimiento y desarrollo del mismo,
los cortes realizados a los explantes se los efectué con material quirdrgico
nuevo pues al parecer segun (Kyte.L, Kleyn.J, 2003) puede ser unas de las
causas de la oxidacion de los explantes introducidos, pues el 6xido de las hojas
de bisturi al parecer contribuyen con este estado; realizar demasiados cortes al
material también promueve a que el explante excrete fenoles que al final
contribuyen con el proceso de oxidacion y como consecuencia no sea viable en

la etapa de incubacion.

Luego de la aplicacién de la mejor combinacion de hipoclorito de sodio
junto con la mejor combinacién de fungicidas se escogié como al mejor
tratamiento 14 para el proceso de desinfeccion de Balsa, obteniendo la media
mas baja 28,12 (Tabla 3.1.6) en cuanto a contaminacion se refiere; entre las
medias mas bajas 14,88 (Tabla 3.1.7) en cuanto a necrosis y la media mas alta
57,00 (Tabla 3.1.8) en cuanto a supervivencia.

El medio de cultivo que se utilizé para el proceso de desinfeccion fue MS

mas agar 6,5 g/L; 25 g/L de azucar, Sulfato de adenina 0,5 mg/L; L — Cisteina
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30 mg/L; acido ascorbico 30 mg/L; Carbdn activado 200 mg/L; Inositol 100
mg/L; 50 ul/L de Amistar TOP (Azoxystrobin, Difenoconazol); pH 5,7.

El uso de este medio de cultivo suplementado con estos antioxidantes y
agentes que contribuyen a disminuir la oxidacion que presenté el cultivo de las
yemas apicales de Balsa, funciond para mitigar el consecuente necrosamiento
de los explantes introducidos; segun (Hernandez A., 2001).la oxidacion es
producto de compuetos fendlicos que normalmente son almacenados en
vacuolas, peroxisomas y vesiculas que son secretados como un mecanismo de
defensa al haber ruptura de las células; estos compuestos se disuelven y
causan la inactivacion de las enzimas y por eso ocasionan necrosamiento y
ademas en este caso compuestos oxidantes como el hipoclorito de sodio
puedieron aumentar este proceso de muerte celular, por ello se justificd la

aplicacién de los mencionados agentes suplementados en el medio de cultivo.

El uso de carbdn activado (Levitus G., 2008) contribuye a la disminucion
del proceso de oxidacion; los granulos de carb6n activado tienen una gran
porosidad y por ende capacidad adsorbente para retener fenoles, metabolitos
toxicos de la micro atmodsfera y el exceso de reguladores de creciemiento
presentes en los medios de cultivo (Sanchez M., 2004) dice que es

indispensable para la supervivencia de los meristemos.

Se uso de 25¢g/L de azucar (fuente de carbono) con el propoésito de
disminuir los niveles de oxidacion y por ende de necrosamiento; (Cardenas M.,
2002) indica que la sacarosa (azucar) se convierte por hidrolisis durante la
esterilizacion en dos monosacaridos: glocosa y fructosa; lo que causa cambios
en el potencial osmético del medio de cultivo haciendolo mas negativo, puede
darse que al existir mucha concentracion de sacarosa puede existir pérdida de
presion por mucha concentracion de soluto y la célula puede morir,
contribuyendo a la necrosis del material vegetal, por eso se justifica en este
caso la reduccién de la concentracién de azucar. De igual manera ocurre con el

Inositol nada mas que este es un azucar alcohol.
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Segun (Sanchez M., 2004) la L - cisteina no previene la oxidacién, sino
gue actda en la rapida remocién de cualquier quinona que se forma; como es
un aminoacido puede inducir en el desarrollo de los explantes al ofrecer
nitrdgeno organico, la L-cisteina redujo la oxidacién fendlica de los tejidos de
Balsa y favoreci6 a la reduccion de la oxidacion y por ende al necrosamiento de
los explantes introducidos.

El sulfato de adenina (SA) segun (Blanco M., 2004) puede inducir a la
formacién de brotes; tiene actividad parecida a la de una citoquinina,
responsable ademas del crecimiento del explante y es comunmente utilizado
en plantas tropicales, como se la empled en la introduccion in vitro de Balsa, en

donde se obtuvo buenos resultados en cuanto a la respuesta del cultivo.

(Padilla B., 2001) indica que el acido ascorbico agregado al medio de
cultivo no tiene un buen desempefio en el control de la oxidacion y puede
deberse a que el acido ascoérbico es termolabil, ya que este fue agregagado al
medio de cultivo y luego fue autocalvado; pudo verse afectado y haber perdido

su capacidad antioxidante, se recomienda esterilizarlo por filtracion.

4.1.2 Etapa de Induccién

En esta etapa el propoésito fue inducir la formacion de brotes a partir de
las yemas apicales de Balsa Ochroma lagopus utilizando concentraciones de la
citoquinina 6 bencil amino purina BAP: 0,1 mg/L; 0,2 mg/L; 0,3 mg/L; 0,4 mg/L;
0,5 mgl/L, lo que se obtuvo es que la concentracion de 0,5 mg/L de BAP, esta
fue la concentracion mas adecuada para el propésito de establecer el cultivo in
vitro de Balsa y por supuesto obtener brotes; obteniendo una media de 88,57

que es la mas alta en lo que se refiere a formacion de brote (Tabla 3.2.3).
La concentracion de 0,1 mg/L de BAP resulté en la idénea para el

aparecimiento de callo en esta especie; obteniendo una media de 87,78 (Tabla
3.2.2) la mejor comparada con el resto de concentraciones.
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Las concentraciones de BAP: 0,3 mg/L; 0,4 mg/L en lo que se refiere a la
obtencion de brotes no presentaron ninguna relevancia, en contraste con la
concentracion de BAP de 0,2 mg/L (Tratamiento 2) que al parecer induce a la
formacion de brotes de forma eficiente al igual que la concentracion de 0,5
mg/L de BAP(Tratamiento 5) (Figura 3.2.3), tal vez pueda deberse a una
compensacion hormonal ocasionada por la hormona provista en el medio de
cultivo en condiciones in vitro y la carga de hormona interna que posee la
especie; en este caso citoquinina, (Jordan M., 2006) dice que las citoquininas
enddgenas pueden inducir y fijar un tipo de expresion morfogénica de acuerdo
a los niveles en que se encuentre en sus tejidos; sin embargo especialmente
bajo condiciones in vitro las células vegetales inician procesos de
diferenciacion bajo estas combinaciones hormonales, esto puede justificar el
tipo de respuesta obtenido en esta investigacion; siguiendo esta idea, ademas
en la etapa de multiplicacion curiosamente se obtuvo la misma respuesta con
esta concentracion especifica de citoquinina (BAP) suministrada al medio de
cultivo, tratamiento tres (BAP 0,2mg/L — ANA 0,1 mg/L), esta respuesta
obtenida con estas concentraciones de BAP de 0,2mg/L y 0,5mg/L en esta
especie, sugiere que son las adecuadas para acrecentar la formacién de brotes

en la fase de multiplicacion.

Esta etapa fue evaluada con el propdsito de establecer el cultivo de las
yemas apicales de Balsa en condiciones in vitro, mas en la siguiente etapa las
concentraciones usadas de citoquinina difieren, para tener un rango mas
amplio de hormona aplicado en el experimento y poder evaluar la formacion de
brotes; con el objetivo de mejorar la capacidad de multiplicacion de la especie

en estas condiciones.

4.1.3 Etapa de multiplicacion.

4.1.3.1 BAP vs. ANA
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NUmero de brotes

En esta etapa se plantedé diez tratamientos: tratamiento testigo-
tratamiento uno (BAP 0 mg/L —ANA 0 mg/L), tratamiento dos (BAP 0,2 mg/L —
ANA 0 mg/L), tratamiento tres (BAP 0,2mg/L — ANA 0,1 mg/L), tratamiento
cuatro (BAP 0,2 mg/L — ANA 0,2 mg/L), tratamiento cinco (BAP 1 mg/L — ANA O
mg/L), tratamiento seis (BAP 1 mg/L- ANA 0,1 mg/L), tratamiento siete (BAP 1
mg/L — ANA 0,2 mg/L), tratamiento ocho (BAP 2 mg/L — ANA 0 mg/L),
tratamiento nueve (BAP 2 mg/L — ANA 0,1 mg/L), tratamiento diez (BAP 2 mg/L
— ANA 0,2 mg/L) (Tabla 3.3.1)

Los resultados obtenidos fueron: tratamiento tres (BAP 0,2mg/L — ANA
0,1 mg/L); presenté la mas alta formacion de brotes con un porcentaje de
18,42% seguido del tratamiento diez que fue del 15,79%, a pesar de que
estadisticamente las concentraciones de BAP y ANA usadas para este
experimento no son diferentes, (Tabla 3.3.5) y (Tabla 3.3.7) las
concentraciones de BAP: 0,2 mg/L y 2 mg/L favorecen a la formacion de
brotes; segun (Barna.K, 2000) la induccidon de brotes en rosdceas como la
manzana; usando TDZ en rango de 5uM — 10uM es superior en cuanto a la
induccion de brotes generada por BAP en el mismo rango de 5uM — 10 uM, en
nuestro caso 0,2 mg/L BAP equivale a 0,9uM y 2mg/L BAP equivale a 9uM;que
se encuentran dentro del rango descrito por (Barna.K, 2000) las
concentraciones usadas de BAP en este experimento comparadas con las de
TDZ, fueron poco eficientes en cuanto a la induccion de brotes generada por
TDZ.

La concentracion de citoquinina (BAP) en relacion de auxina (ANA) usada en
esta investigacion fue de 8 a 1, (Schmdlling T., 2004) sefiala que la cantidad de
citoquinina en relacion de auxina determina la diferenciacion celular del tejido
en formacion de brotes o raices; por esto dice ademas que mayor
concentracion de citoquinina con respecto a auxina promueve la formacién de

brotes.
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Las plantas superiores al poseer una mejor carga hormonal enddégena
comparada con plantas herbaceas, segun (Schmiilling T., 2004) no requieren
que se les suministre una elevada carga hormonal para establecerlas y lograr
su multiplicacion en condiciones in vitro, por ello el resultado obtenido es
favorable para la microprapagacion in vitro de Balsa, es decir el tratamiento dos
es el mas adecuado para la etapa de multiplicacién al usar BAP vs. ANA en

cuanto a induccioén de brotes se refiere.

Longitud de los explantes

Para esta variable se analiz6 los tratamientos: tratamiento testigo-
tratamiento uno (BAP 0 mg/L —ANA 0 mg/L), tratamiento dos (BAP 0,2 mg/L —
ANA 0 mg/L), tratamiento tres (BAP 0,2mg/L — ANA 0,1 mg/L), tratamiento
cuatro (BAP 0,2 mg/L — ANA 0,2 mg/L), tratamiento cinco (BAP 1 mg/L — ANA 0
mg/L), tratamiento seis (BAP 1 mg/L- ANA 0,1 mg/L), tratamiento siete (BAP 1
mg/L — ANA 0,2 mg/L), tratamiento ocho (BAP 2 mg/L — ANA 0 mg/L),
tratamiento nueve (BAP 2 mg/L — ANA 0,1 mg/L), tratamiento diez (BAP 2 mg/L
— ANA 0,2 mg/L) (Tabla 3.3.1)

La mejor longitud de los explantes, se obtuvo al usar el tratamiento siete
(BAP 1 mg/L — ANA 0,2 mg/L) con una altura promedio de 31,32 mm. y
porcentaje de 14,20% que es el mas alto en comparacion con el resto de
tratamientos aplicados; se logré un valor de chi cuadrado de pearson de 0,4145
para esta variable; es decir los tratamientos aplicados son diferentes al usar
combinaciones especificas de BAP vs. ANA para elongacion de brotes,
(Barna.K, 2000) explica que los brotes inducidos en manzana por TDZ poseen
longitud en promedio menor de 5 a 8 mm. que los brotes inducidos por BAP
con longitud promedio de 11 mm; al igual que esta investigacién en donde se

presento la misma relacion, mayor elongacion al usar BAP que al usar TDZ.

Segun (Saucedo S., 2008) una pequefia cantidad de citoquinina puede
ser sintetizada por los brotes en crecimiento y ademas se sabe que es

insuficiente para inducir el crecimiento y la elongacion in vitro de yemas y
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brotes, por esta razén los medios de cultivo utilizados en micropropagacion de
Ochroma lagopus contienen un suplemento de citoquinina que favorece al
crecimiento de los explantes; por ello al utilizar una concentracion intermedia
de BAP 1mg/L y una concentracion baja de BAP 0,2 mg/L y ambas
concentraciones combinadas con auxina ANA 0,2mg/L en nuestro caso
favorecio a la elongacion de los brotes, esta interaccion entre citoquinina y
auxina es la mas adecuada para la elongacion de los brotes en Ochroma

lagopus, en condiciones in vitro.

4.1.3.2 TDZ vs. ANA

NUmero de brotes

Se utilizaron los siguientes tratamientos: tratamiento testigo-tratamiento
uno (TDZ 0 mg/L —ANA 0 mg/L), tratamiento dos (TDZ 0,2 mg/L — ANA 0 mg/L),
tratamiento tres (TDZ 0,2mg/L — ANA 0,1 mg/L), tratamiento cuatro (TDZ 0,2
mg/L — ANA 0,2 mg/L), tratamiento cinco (TDZ 1 mg/L — ANA 0 mg/L),
tratamiento seis (TDZ 1 mg/L- ANA 0,1 mg/L), tratamiento siete (TDZ 1 mg/L —
ANA 0,2 mg/L), tratamiento ocho (TDZ 2 mg/L — ANA 0 mg/L), tratamiento
nueve (TDZ 2 mg/L — ANA 0,1 mg/L), tratamiento diez (TDZ 2 mg/L — ANA 0,2
mg/L)(Tabla 3.3.2)

El tratamiento utilizado con el que se obtuvo la mejor formacion de
brotes fue el tratamiento cinco: (TDZ 1 mg/L — ANA 0 mg/L); con un promedio
de 23 brotes en cada repeticion y con un porcentaje de 32,86% respecto al
resto de tratamientos usados, esto de acuerdo con (Huettman.C, Preece.J,
1993) que indica que altas tasas de formacion de brotes se puede lograr en
varias especies maderables al usar concentraciones de TDZ en un rango de
0,1nM-10uM, que en nuestro caso fue de:1mg/L equivalente a 4,5uM,;
concentracion que se encuentra dentro del rango segun lo descrito por
(Huettman.C, Preece.J, 1993) y que en esta investigacion resulto eficiente para

Ochroma lagopus, comparada con la efectividad de otra citoquinina (BAP).
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En la aplicacion de los tratamientos usando la combinacion de TDZ vs.
ANA; no existe diferencia estadisticamente significativa en cuanto se refiere a
las concentraciones de TDZ usadas por que se obtuvo un valor de p de chi
cuadro de pearson de: 0,10 (Tabla 3.3.14), es decir los tratamientos son
iguales, por el contrario si existe diferencia estadisticamente significativa en el
uso de las concentraciones de ANA, el valor de p de chi cuadro de pearson fue:
0,0057 (Tabla 3.3.16). origina mayor eficacia en cuanto al desempefo de TDZ
en la fase de formacion de brotes en la multiplicacion, esto se puede ratificar
con un incremento en la sintesis de citoquininas endégenas de los explantes de
Balsa para estimular la formacién de brotes; segun (Soza J., 2008) el TDZ es
un regulador de crecimiento con actividad citoquinética, estimula la conversion
de nucledtidos de citoquininas a nucledsidos favoreciendo un desajuste de la
normal inhibicién de la biosintesis de citoquininas, favoreciendo a una sobre
expresion de las fitohormonas enddgenas logrando la estimulacién de la

proliferacion de brotes.

En esta investigacion la concentracion de TDZ que favorecid a la
formacion de brote fue la de 1 mg/L, segun (Huettman.C, Preece.J, 1993) la
dosis de thidiazuron es critica para originar respuesta, bajas concentraciones
pueden originar solo la proliferacion de brotes axilares; altas concentraciones
puede originar brotes adventicios y brotes axilares, ademéas de ser el mas
usado en regeneracion de especies lefiosas, por ello la concentracion de TDZ

descrita es la adecuada en este experimento para la cumplir el proposito.

Longitud de los explantes

Se usaron los tratamientos: tratamiento testigo-tratamiento uno (TDZ 0
mg/L —ANA 0 mg/L), tratamiento dos (TDZ 0,2 mg/L — ANA 0 mg/L), tratamiento
tres (TDZ 0,2mg/L — ANA 0,1 mg/L), tratamiento cuatro (TDZ 0,2 mg/L — ANA
0,2 mg/L), tratamiento cinco (TDZ 1 mg/L — ANA 0 mg/L), tratamiento seis (TDZ
1 mg/L- ANA 0,1 mg/L), tratamiento siete (TDZ 1 mg/L — ANA 0,2 mg/L),
tratamiento ocho (TDZ 2 mg/L — ANA 0 mg/L), tratamiento nueve (TDZ 2 mg/L
— ANA 0,1 mg/L), tratamiento diez (TDZ 2 mg/L — ANA 0,2 mg/L)(Tabla 3.3.2).
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Las longitudes que se alcanzaron fueron: 23,68 mm. con el tratamiento
ocho TDZ 2 mg/L — ANA 0 mg/L, que es la mas alta alcanzada al usar TDZ,
comparada con la altura alcanzada con el tratamiento siete BAP 1 mg/L — ANA
0,2 mg/L que fue de 31,32 mm. al usar BAP, segun (Ledbetter.D, 2004) el TDZ
en altas concentraciones promueve la formacién de brotes pero inhibe y retarda
su elongacién, por esto se justifica los resultados obtenidos al evaluar esta
variable usando TDZ en la etapa de multiplicacion de Ochroma lagopus.

Al realizar el andlisis de varianza existe diferencia estadisticamente
significativa para las concentraciones de ANA para esta variable; se obtuvo un
valor de p de 0,03, es decir que hay diferencia entre los tratamientos , este nos
indica que al no usar o reducir la concentracion de esta auxina en el medio de
cultivo promueve a la elongacion del explante formado, lo que sugiere que no
cumple ninguna interaccion con el TDZ para la elongacién de los explantes en
este experimento, al contrario la elongacion de estos se vio afectada por las
concentraciones de thidiazuron usadas en el ensayo, en esto coincide
(Huettman.C, Preece.J, 1993) diciendo que la inhibicion de la elongacion de los
brotes puede deberse a las concentraciones altas de thidiazuron;

concentraciones elevadas de TDZ favorecen a la formacion de callo.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

. El tratamiento fitosanitario aplicado a las plantulas de Balsa previa su
introduccidon es determinante para reducir la contaminacion en
condiciones in vitro; la aplicacion de 0,1% de O6xido cuproso con

aplicaciones mensuales cada tres dias.

. El mejor tratamiento de desinfeccion para las yemas apicales de Balsa
(Ochroma lagopus) fue el tratamiento 14: Captan 0,1% -Oxido cuproso
0,1%- Azoxystrobin; Difenoconazol 0,3%, (15 min) mas la solucién de
hipoclorito de sodio: 0,5% de concentracién y 40 minutos de inmersion,
obteniendo la media mas baja en cuanto a contaminacion (28,12), entre
las bajas en cuanto a necrosis (14,88) y la mejor media en cuanto a

supervivencia (57,00).

. La adicion de Sulfato de Adenina 0,5 mg/L; L — Cisteina 30 mg/L; Acido
ascorbico 30 mg/L; Carbon activado 200 mg/L al medio de cultivo
contribuy6 a la reduccién del proceso de oxidacién de los explantes de
Balsa en la etapa de desinfeccion.

. La desinfeccibn mecanica que consistid en retirar los primordios foliares
del tejido meristematico de la zona apical y la remocion de los tricomas
que recubrian el material a introducir contribuyo a mejorar la

desinfeccion.

La mejor dosis de 6 — bencil amino purina (BAP) utilizada en la etapa de
induccion fue la de 0,2 mg/L que fue la adecuada para regenerar brotes
en los explantes de Balsa.

. La mejor combinacién de citoquinina vs. auxina para la obtencion de
brotes fue: TDZ vs. ANA (TDZ 1 mg/L — ANA 0 mg/L); con 23 brotes en
promedio por cada repeticion comparada con BAP vs. ANA (BAP
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0,2mg/L — ANA 0,1 mg/L) en donde se obtuvo 7 brotes en promedio por
cada repeticion.

. La mejor combinacidén de citoquinina vs. auxina para la elongacion de
brotes fue: BAP vs. ANA (BAP 1 mg/L — ANA 0,2 mg/L) con una altura
promedio de 31, 32 mm por cada repeticibn comparada con TDZ vs.
ANA (TDZ 2 mg/L — ANA 0 mg/L) en donde se obtuvo una altura promedio

de 23,68 mm en promedio por cada repeticion.
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CAPITULO 6

RECOMENDACIONES

Se recomienda prolongar el tratamiento fitosanitario previo a la
introduccién in vitro de las yemas apicales de Balsa, usando
concentraciones bajas de fungicida y ademas el uso de un fungicida

sistémico.

. Aplicar un rango mas amplio al evaluar citoquinina vs. auxina en la etapa
de multiplicacion de yemas apicales de Balsa, para poder determinar de
mejor forma la concentracion adecuada para la etapa de multiplicacion

en la especie.

Retirar los explantes del medio de cultivo que contiene TDZ en un
periodo maximo de 30 dias para evitar enanismo irreversible de los

explantes que estan siendo multiplicados.

Utilizar la informacibn generada en esta investigacion para la
introduccion in vitro de especies lefiosas y de esta forma contribuir en la
reduccion de la contaminacion y la necrosis y por su puesto poder
preservar especies de importancia comercial asi como las que se

encuentren en peligro de extincion.
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