UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA DE 'LA SELVA

FACULTAD DE AGRONOMIA

Departamento Académico de Ciencias Agrarias -

TINGO MARIA

EFECTO DE DOS REGULADORES DE CRECIMIENTO
EN FASE DE ENRAIZAMIENTO IN VITRO DE LA PINA
(Ananas comosus L.) VAR. ‘CAYENA LISA’

TESIS

‘Para Optar el Titulo de:
INGENIERO AGRONOMO
Elith Maria Alejandro Lépez
PROMOCION 1I - 1997

“Unasinos lideres del futuro”

TINGO MARIA - PERU

2002



DEDICATORIA

A DIOS que hizo el mundo y todas
las cosas que hay en ¢l. Porque en
Dios vivimos, nos movemos 'y
existimos.

Hechos 17: 24 - 28

A mi querida madre ELITH JUANA,
mi mejor amiga, con infinito amor y
eterna gratitud por su invalorable
apoyo y constante aliento en mi

formacion profesional.

A mi querido padre TEOFILO, con
carifioc y amor, por su abnegado
sacrificio, apoyo econdémico y
confianza brindada para lograr mi

carrera profestonal.

A mi hermana SILVIA PATRICIA
con afecto, amor y estimacion por el
apoyo incondicional en la culminacion

del presente trabajo.



Al

AGRADECIMIENTO

la Universidad Nacional Agraria de la Selva y docentes de la Facultad de
Agronomia, bque contribuyeron en la formacién de mi carrera profesional.
Ing. M. Sc. David Guarda Sotelo, asesor de la presente tesis, por su gentil
colabo.racic’m en el analisis estadistico y valiosa orientacic')h.

Ing. Luis Garcia Carridn, coasesor de esta tesis por la amistad y ayuda
oportuna para su culminacion.

Ing. Walter Enrique Panduro Calderon, por su orientacidn en la ejecucion de
la presente tesis.

los miembros del jurado: Ing. Carlos Carbajal Toribio, Ing. 'Jorge Adriazola
del Aguila e Ing. Carlos Miranda Armas, mi sincero agradecimiento.

Ing M.Sc Tomas Melgarejo Gutiéirez e Ing M.Sc Wilfredo Zavala
Solérzano, por la amistad brindada y apoyo bibliografico para la redaccion
de la presente tesis.

Ing. Rolando Reyes Salazar, por su amistad y orientacion en la redaccion
de la tesis.
Bach. Juan Carlos Chévez Figueroa con profundo amor y agradecimiento por

su invalorable apoyo y confianza.

Ing. Pedro Merino Sifuentes y al Bach. Alfredo Loayza Alva por las
facilidades brindadas para la redaccion de la tesis.
todos mis familiares y amigos que de una u otra manera me brindaron su

amistad y apoyo permanente.



I1.

III.

IV.

INDICE

Pag.
INTRODUCCION .....ooiimiiriiiirinieirieises s 13
REVISION DE LITERATURA ................................................ SR 15
2.1 Aspectos generales sobre la pifia...............iiiinnn 15
2.2 Aspectos generales sobre cultivos de tejidos ... 17
2.3 Aspectos generales sobre medios de cultivo .........cooooiiiiiie 19
2.4 Estado fisico del medio de cultivo ........ SR 28
2.5 Cultivo de tejidos en pifid ..........coooooiiiiiiiiiiii e 28
MATERIALES Y METODOS ......oooiiiinieecieieeeieeee e 2
3.1 Lugar de ejecucién .......................................................................... 32
3.2 Materiales Y €QUIPOS ..oo..ovvieiieaiie ettt 32
3.3 Componentes en eStudio ............cccoeiiviiiiiiiiiiie e 33
3.4 Tratamientos en esfudio .................................................................. 34
3.5 Disefio experimenfal e e e - 35
3.6 Esquema del analisis de variancia .................occoooooeiniiiiciciecc 36
3.7 Ejecucién del éxperimento ettt ae e s 36
3.8 Observaciones registradas y metodologia ................................. 42
RESULTADOS ..o 45



42 Didmetro de PIANTUIA «oooooovvvoooeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 55

4.3 NUmMero de hojas .....occooiiiiiiiiieiie e 59
4.4 Dias ala formacion de TAICES ....uuereieeeee e 69
4.5 Longitud de 1aiCes ......coooviiiiiieiiiiee it 78
4.6 NUMETO de raiCes .....ccoooiiiiiiiiiiiiiiccc e 87
4.7 Dias ala formacion de Drotes . ....ooeemn oo 96
4.8 NUMETO A€ DIOLES ..ooieiieiieieeeee e 100
4.9 Porcentaje de enraizamiento .......... e ST 104
4.10 Formacion de callo y porcentaje de sobrevivencia ......................... 107
V. DISCUSION. ..o, e 108
VL CON C LU SIONES .o e et et 120
VII. RECOMENDACIONES ...ttt 121
VIIL RESUMEN ..o e e 122
IX. BIBLIOGRAFIA o oo 124
X ANE X O e e 128



INDICE DE CUADROS

Cuadro
1. Descripcion de los tratamientos en estudio ...,
2. Esquema del analisis de variancia ..........c........... e etre et e e ettt enreeneeereeenes
3. Analisis de variancia para la altura de plantula evaluados a los 30 y 60
dias de siembra en el medio de cultivo ...,
4. Analisis de los efectos simples para la altura de plantula evaluados a los
30 y 60 dias de siembra en el medio de cultivo ........c..cooviiiienninnee,
5. Prueba de Duncan (o = 0.05) para el efecto simple de A
(concentraciones del acido naftaleﬁacético) correspondiente a la altura
de plantula evaluados a 10s 30y 60 dias ..........ccccveveeniiiiciicicnniiece
6. Prueba de Duncan (o = 0.05) para el efecto simple de B
_(concentfaciénes d_¢1 acido indolbutirico) correspondiente a la altura de

plantula evaluados a 10s 30y 60 dias ..........ccooeereieiiiiii i

7. Prueba de Duncan (a
(concenﬁaciones del acido naftalenacéticd) correspondiente a la altura
de plantula evaluados a los 30 y60dias.......cccoevennn. e
8. Prueba de Duncén (o = 0.05) para el efecto principal de B
(concentraciones del acido indolbutirico) correspondiente a la altura de
plantula evaluados a 1os 30y 60 dias ..............ccooveeieiiiiieciicece e,

9.  Anadlisis de variancia para el didmetro de plémtula evaluados alos 30 y

60 dias de siembra en el medio de cuh:ivo

0.05) para el efecto principal de A

48

51

53

54



10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Prueba de Duncan (a0 = 0.05) para el efecto principal de A
(concentraciones del acido naftalenacético) correspondiente al diametro
de plantula evaluados a 105 30y 60 dias ..........c..ccooeovivevieeececereeeeee,
Analisis de variancia para el numero de hojas evaluados a los 30 y 60
dias de siembra en el medio de cultivo ..., |

Analisis de los efectos simples para el nimero de hojas evaluados a los

30y 60 dias de siembra en el medio de cultivo ..o,

Prueba de Duncan (o = 0.05) para el efecto simple de A
(concentraciones del dcido naftalenacético) correspondiente al namero
de hojas evaluados a los 30 y 60 QEAS <.
Prueba de Duncan (a0 = 0.05) para el efecto simple de B
(concentraciones del acido indolbutirico) éorrespondienté al numero de
hojas evaluados 210530y 60 dias ...........cccoceniiiiinemnccnciec e

Prueba de Duncan (a = 0.05) para el efecto principal de A
(concentraciones del dcido naftalenacético) correspondiente al numero
de hojas evaluados alos 30 y 60 dias ...........cccoooiieeeiiiiiiiie e

Prueba de Duncan (o = 0.05) para el efecto principal de B
(concentraciones del acido indolbutirico) correspondiente al nimero de
hojas evaluados a los 30 y 60 dias

Analisis de variancia para los dias a la formacion de raices

Analisis de los efectos simples para los dias a la formacion de raices ...

58

59

61

62

65

67

70



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Prueba de Duncan (a =. 0.05) para el efecto simple de A
(concentraciones del 4cido naftalenacético) correspondiente a los dias a
la formaciOn de TaiCes .........ooviviiiii e
Prueba de Duncan (a0 = 0.05) para el efecto simple de B
(concentraciones del acido indolbutirico) corresbondiente_a los dias a la
formacion de raiCes ..........c.ooiiiiiieeiiieicet e,
Prueba de Duncan (a = 0.05) para el efecto principal de A
(concentraciones del acido naftalenacéticd) correspondiente a los dias a
la formacién @ TAICES ..ot
Prueba de Duncan (a = 0.05) para el efecto principal de B

(concentraciones del acido indolbutirico) correspondiente a los dias a la

FOIMACION A€ TAICES ... oot

Analisis de variancia para la longitud de raices evaluados a los 30 y 60

dias de siembra en el medio de cultivo .....coooveeeeniiiiie e

Analisis de los efectos simples para la longitud de raices evaluados a

los 30 y 60 dias de siembra en el medio de cultivo ............ccccceevieninenne.
Prueba de Duncan (o = 0.05) para el efecto simple de A
(concentraciones del 4cido naftalenacético) correspondiente a la
longitud de raices evaluados a los 30 y 60 dias ..........c..cocoeviviiiieninnnee,
Prueba de Duncan (o = 0.05) para el efecto simple de B
(concentraciones del acido indolbutirico) correspondiente a la longitud

de raices evaluados a 10s 30y 60 dias ............ccccoooveiieeeiiinee e,

71

74

76

77

78

79

80



27.

28.

29.

30.

32.

33.

34.

35.

Prueba de Duncan (o = 0.05) para el efecto principal de A
(concentraciones del acido naftalenacético) correspondiente a la
longitud de raices evaluados alos 30y 60 dias ...
Prucba de Duncan (0. = 0.05) para el efecto principal de B
(concentraciones del acido indolbutirico) correspondientg a la longitud
de raices evaluados a los 30 y 60 GBS

Analisis de variancia para el numero de raices evaluados a los 30 y 60

dias de siembra en el medio de cultivo ...

Analisis de los efectos simples para el namero de raices evaluados a los

30y 60 dias de siembra en el medio de cultivo ........cccoooeviiieiiieiinn,

Prueba de Duncan (a = 0.05) para el efecto simple de A

(concentraciones del acido naftalenacético) correspondiente al niimero
de raices evalﬁados a10os30y 60 dias .....cccoeviiiiiiecie e
Prueba de Duncan (a = 0.05) para el efecto simple de B
(concentraciones del acido indolbu‘u’n'co). correspondiente al namero de
raices evaluados a los 30 y 60 dias .............. e ettt eaae
Prueba de Duncan (a0 = 0.05) para el efecto principal de A
(concexvltraciones“del acido naftalenacético) correspondiente al nimero
de raices evaluados alos 30 y 60 dias ................cccoo...... e
Prueba. de Duncan (o = 0.05) para el efecto principal de B
(concentraciones del acido indolbutirico) correspondiente al numero de

raices evaluados a1os 30 y 60 dias .........c...ccoeieiiiiiiiiiie e,

Andlisis de variancia para los dias a la formacion de brotes ..................

85

86
87

88

89

92

94



36.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

Prueba de Duncan (o = 0.05) para el efecto principal de A
(concentraciones del acido naftalénacético) correspondiente a los dias a
la formacién de brotes ....... e
Prueba de Duncan (o = 0.05) para el efecto principal de B
(concentraciones del acido indolbutirico) correspondiente a los dias a la
formacion de brotes ...........ccooeiviriiiiiiienne e
Analisis de variancia para el nimero de brotes evaluados a los 30 y 60
dias de siembra en el medio de cultivo. Datos transf. A% o,
Prueba de Duncan (o = 0.05) para el efecto principal de A
(concentraciones del acido naftalenacético) correspondiente al numero
de brotes evaluados a los 30 y 60 dias. Datos transf. a ~/x ............c.........
Prueba de Duncan (o = 0.05) para el efecto principal de B
(concentraciones del acido indolbutirico) correspondiente al namero
de brotes evaluados a los 30 4y 60 dias. Datos transf. a +/x .................
Mﬂisis de Vaﬁéncia para el porcentaje de eﬁraizamjento ......................
Prueba de Duncan (ax = 0.05) para el efecto principal de A
(concentraciones del 4cido naftalenacético) correspohdiente al
porcentaje de enraizamiento ........................................

Resultados de la formacion de callo y porcentaje de sobrevivencia .......

Composicion del medio basico de Murashige y Skoog (1962) ............

98

99

100

101

107



INDICE DE FIGURAS

Figura

1.

Efecto de la interaccidon dosis de 4cido naftalenacético (A) por acido
indolbutirico (B) en la altura de plantula a los (a) 30 dias y (b) 60 dias.

Efecto de la interacciéon dosis de acido naftalenacético (A) por acido

“indolbutirico (B) en el diametro de plantula a los (a) 30 dias y (b) 60

Efecto de la interaccion dosis del acido naftalenacético (A) por acido
indolbutirico (B) en el nimero de hojas a los (a) 30 dias y (b) 60 dias ...
Dias a la formacion ‘de raices por efecto de la interaccion del acido

naftalenacético (A) por acido indolbutirico (B) .......ccccooeiiiiiiiiiinns

Efecto de la interaccion dosis del 4cido naftalenacético (A) por acido

indolbutirico (B) en la longitud de raices a los (a) 30 dias y (b) 60 dias..
Efecto de la interaccién dosis del 4cido naftalenacético (A) por acido

indolbutirico (B) en el numero de raices a los (a) 30 dias y (b) 60 dias ..

Dias de formacién de brotes por efecto de la interaccién del acido

naftalenacético (A) por acido indolbutirico (B) ..........ocooieinnen. PR
Efecto de la interaccion dosis del acido naftalenacético (A) por acido
mdolbutirico (B) en el nimero de brotes a los (a) 30 dias y (b) 60 dias .
Efecto de la interaccién dosis del acido naftalenacético (A) por acido

mdolbutirico (B) en el porcentaje de enraizamiento ............c..c.oceeeveennnn.

Pag.

49

57

63

72

31

90

97

103



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Instalacion del experimento en la camara de cultivo ...l
Plantula de pifia a los 60 dias dosificado con 0.5 mg/l de acido
naftalenacético + 0.2 (a), 0.3 (b) y 0.4 (c) mg/l de acido indolbutirico.
Plantula de pifia a los 60 dias dosificado con 1.0 mg/l de acido
naftalenacético + 0.2 (a), 0.3 (b) y 0.4 (c¢) mg/l de &cido indolbutirico.
Plantula de pifia a los 60 dias dosificado con 1.5 mg/l de acido
naftalenacético +0.2 (a), 0.3 (b) y 0.4 (c) mg/l de 4cido indolbutirico
Plantula de pifia a los 60 dias dosificado con 0.2 mg/l de acido
indolbutirico + 0.5 (a), 1.0 (b) y 1.5 (¢) mg/l de acido naftalenacético. ..
Plantula de pifia a los 60 dias.dosiﬁcado con 0.3 mg/l de acido

indolbutirico + 0.5 (a), 1.0 (b) y 1.5 (c) mg/l de acido naftalenacético...

Plantula de pifia a los 60 dias dosificado con 0.4 mg/l de acido

indolbutirico + 0.5 (a), 1.0 (b) y 1.5 (¢) mg/1 de acido naftalenacético ...

Efecto de las dosis del acido naftalenacético y acido indolbutirico en

plantulas in vitro de pifia. Fotografia tomada a los 60 dias después de la

siembra en el medio de enraizamiento ...

134

135

136



I. INTRODUCCION

En el avance de la biotecnologia ha cﬁmplido un papei importante. el
desarrollo de las técnicas in vitro de células, tejidos y oOrganos. La
micropropagacion, es decir la propagacion clonal por cultivo in vitro constituye
uno de los métodos biotecnol()gicds que mayores logros ha aportado al desarrollo

de una nueva agricultura.

Las pifias son comunmente propagadas por estructuras vegetativas y para
esto varias partes de la planta pueden ser usadas, pero su ca-lida(vi%como material de
propagacién varia considerablemente, \por eso esta técnica es una alternativa
segura y eficaz para la produccion de vitroplantas homogéneas y de alta calidad en

menor tiempo, a gran escala y libre de enfermedades.

Los propagulos convencionales de lento crecimiento; y la produccion
limitada de coronas, esquejes e hijuelos restringen la tasa de multiplicacién de
material selecto y la produccién de nuevos clones y variedades, sobre todo si

deseamos ingresar de manera competitiva al mercado internacional.

Sin embargo, existen aspectos que deben ser investigados con el objeto de
mejorar la eficiencia de ésta técnica, uno de estos es el proceso de rizogénesis que
es el tltimo paso en la regeneracion in vitro, en la cual se buscar la formacion de

raices en los brotes producidos, por ello la necesidad de un medio de cultivo in
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vitro adecuado, para cuyo fin se requiere conocer el efecto de reguladores de

enraizamiento en el cultivo in vitro de pifia.

Es en atencion a lo referente que realizamos el presente trabajo de

investigacion en el que se tuvo como objetivos:

1.- Determinar el efecto de dos reguladores de crecimiento para el

enraizamiento de pifia (Ananas comosus L.) en la variedad ‘Cayena Lisa’.

2.- Determinar las concentraciones hormonales 6ptimas.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GENERALES SOBRE LA PINA
A. Crecimiento, desarrolloy fructiﬁcacién de la pifa
La pifia se puede propagar por semilla, pero éste método es usado -
generalmente so6lo para fines de mejoramiento. La pifia sé comporta como
autoestéril, luego, cuando se obtienen semillas, éstas son el resultado de
polinizacion cruzada y por ende éste material tiende a disgregar y solo puede tener
aplicacion dentro de programas de seleccion de nuevas variedades, que luego se

propagan por medios vegetativos que es la forma tradicional de propagacién de la

pifia (19).

La planta de pifia, segin el tipo de hijuelo utilizado en la plantacion,
crece y fruétiﬁca en periodbs de tiempo variable. En cada caso se distingue dos
etapas, la primera que comprende entre 9 y 11 meses, al que se le denomina
jﬁvem'l, caracteﬁzada por un crecimiento puramente vegetativo. A continuacion
conﬁenza una segunda etapa que empieza con un cambio de pigmentacion en las
hojas que se van formando, las mismas que de verde se tornan verde rojiza; en
ésta étapa que toma entre 7 a 13 meses, ocurre la floracién, crecimiento y

maduraci6n del fruto.

En el curso de la primera etapa, la planta acumula carbohidratos en la
forma de almidén y otros compuestos, los cuales son utilizados en la segunda

etapa en el desarrollo del fruto.



- 16 -

De acuerdo al material de propagacion, desde que se establece el
hijuelo en el terreno hasta la maduracion del fruto, las dos etapas forman de 16 a
18 meses cuando se ha utilizado hijuelos de la base de la planta; 20 a 22 meses en
caso de hijuelos de la base del fruto; y de 22 a 24 meses en caso de hijuelos de la

corona (5).

B. Cultivares

El origen de los cultivares en pifia puede atribuirse principalmente a las
mutaciones somaticas, como no hay autofecundacion y la polinizacién cruzada
solo ocurre en forma ocasional; los hibridos naturales son muy escasos, ademas

las semillas germinan con dificultad (13).

En el Peru las variedédes de pifia mas importantes son la ‘Ecuatoriana
Espinosa’, ‘Blanca dé Chanchamayo’, ‘Samba’, ‘Pucallpina’ y ‘Roja Trujillana’;
sin embargo, la de mayor aceptacion e importancia es la “Cayena Lisa”,
representando aproximadamente el 75% de toda la produccién de pifia a nivel
mundial. Por esta razon, es necesario considerar en nuestro pais un incremento
de hectareas de culﬁvo de dicha variedad y la 'mtrod)uccic')ﬁ de la misﬁa €n zonas
donde aun no se las cultiva. Para llevar a cabo dicha tarea nos seria de mucha
utilidad la aplicacién de las técnicas de micropropagacion in vitro y el desarrollo
de programas de produccién masiva de hijuelos de variedades altamente

rentables (16).
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2.2 ASPECTOS GENERALES SOBRE CULTIVOS DE TEJIDOS

A. Definicion N

El cultivo de tejidos in vitro comprende ﬁn heterogéneo grupo de
técnicas mediante las cuales un explante (parte separada de un vegetal, por
ejemplo: protoplasto, célula, tejido, 6rgano) se cultiva asépticamente en un medio
de composicion quimicamente definida y se incuba en condiciones controladas.
Esta técnica se basa fundamentalmente en el principio de totipotencialidad, que
establece que. cualquier célula éomética joven o en proceso de difel;enciacic’)n tiene
una alta capacidad o potencialidad para regenerar una planta completa si se le

coloca en condiciones adecuadas (25).

B. Importancia -
Esta metodologia ha demostrado importantes véntajas en comparacion
con los sistemas convencionales de propagacion; entre las cuales tenemos:
- Multiplicacién masiva y rapida.
- Obtenciéon de plantas ‘libres de hoﬁgos, bacterias y de
enfermedades virdsicas.
- Homogeneidad del material.
- Mayor vigor de lés plantas regeneradas.
- Multiplicacién durante todo el afio.
- Abhorro de espacio con respecto a los sistemas tradicionales.

- Conservacion del material genético en vias de extincidn.
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- Facil transporte e intercambio de material vegetal.

- Propagacién de especies de dificil multiplicacion (17).

C. Etapas en la micropropagacion
Murashige, ha propuesto las siguientes etapas para micropropagar
eficientemente una especie:
Etapa I: Iniciacién o establecimiento aséptico de los e‘xplanteé

garantizando su supervivencia en las nuevas condiciones de cultivo.

Etapa II: Periodo de multiplicacién, donde se desarrollan los brotes

y/o estructuras de multiplicacién masiva.

Etapa III: Enraizamiento y pretransplante, donde se prepara el
material producido para su supervivencia en condiciones de suelo, para
lo cual se debe adaptar a los materiales producidos a una condicion

netamente autotrofica.

Ademas de las tres etapas mencionadas pueden considerarse otras dos.

como parte integral del procedimiento:

Etapa IV: Transplante al suelo y aclimatacién a las condiciones

ambientales.

Etapa O: Etapa inicial que comprende la seleccion de la planta madre
y la seleccion de una modalidad de pretratamiento para volver

funcional la estrategia que se adopte (20).
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D. Factores que influyen en la micropropagacion

Existen diferentes factores que determinan el éxito en los sistemas de

micropropagacion, entre los mas importantes tenemos:

Planta que dona el explante (planta madre).
- El explante.

- Asepsia.’

- Medio de cultivo.

- Control riguroso de las condiciones ambientales del cultivo.

Estos factores del cultivo de tejidos proporcionan las ventajas
principales que tienen dicha técnica sobre los métodos de propagacion vegetativa
tradicionales en cuanto a la posibilidad de lograr resultados satisfactorios en un

mayor numero de especies dificiles de multiplicar (25).

La eleccidn, aislamiento y desinfeccion del explanto es el primer paso
para el estableciemto in vitro de cualquier especie vegetal y el éxito de.esta fasé
depende en gran medida de una serie de parametros relacionados coh el propagulo
(estadoA fisioldgico, edad, estado de desarrollo y estado sanitario) y con el sistema

seguido para su manipulacién y esterilizacion (29).

2.3 ASPECTOS GENERALES SOBRE MEDIOS DE CULTIVO
A. Principios generales

Para crecer las células requieren una variedad de nutrimentos organicos

€ Inorganicos; éstos requerimientos se demuestran facilmente en drganos y tejidos
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extirpados de plantas superiores e inferiores. Los nutrimentos orgénicos, al igual
que los inorganicos, se requieren en dos niveles: uno macro y otro micro.
Generalmente las células en crecimiento pueden fabricar sus proteinas a partir de
fuentes adecuadas de nitrégeno y carbohidratos suministradas por el medio de
cultivo, ademas de una cantidad de sustancias organicas adicionales que se

requieren en cantidades minimas y que son muy activas en el crecimiento (25).

A menudo, la necesidad de los factores organicos de crecimiento se
hace evidente s6lo cuando se considera un crecimiento largo y continuado o
potencialmente indefinido. Aunque una planta verde intacta es autotrofa, las
células de sus regiones de crecimiento. pueden ser acentualmente heterdtrofas y
requerir la aplicacion de un nimero de estimulantes organicos complejos que, en

el caso de la planta intacta, generalmente se derivan de las células verdes (23).

En términos generales la mayor parte de los tejidos se pueden cultivar
exitosamente en un medio que contenga cualquiera de varias mezclas de sales
minerales disefiadas para mantener el crecimiento de tejidos y 6rganos. A ménudo
se utiliza la sacarosa como una fuente de energia. Algunos tejidos se pueden
cultivar exitosamente en un medio completamente definido, mientras otros no
presentan crecimiento en soluciones salinas relativamente simples, a menos que se
complementen con ciertos microelementos, vitaminas y otras sustancias
promotoras del crecimiento de naturaleza completamente indefinida, tales como el
agua dé coco (AC), la caseina hidrolizada (CH), los extractos de levadura y de

malta, u otros semejantes (25).
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El éxito del cultivo de tejidos vegetales depende sustancialmente del
medio de cultivo empleado. Para establecer un sistema de cultivo de tejidos se
elabora primero un medio de cultivo O6ptimo que se ajuste a los principales
requerimientos nutricionales de la especie vegetal, al tipo de explante, y al sistema
de cultivo. La efectividad de un cultivo depende tanto de los ingredientes basicos,

nutrimentos, azucar y hormonas, como del agente gelificador (15).

B. Ingredientes
El medio de cultivo es la combinacion soélida o liquida de nutrientes y
agua. La formula de Murashige y Skoog (anexo Cuadro 44), ha demostrado Que es
el medio adecuado para una gran variedad de especies, asi como para diferentes
partes de una planta; esta féormula contiene macronutrientes, micronutrientes,
vitaminas, aminoé.cidoé, éarbohidratos y reguladores, eseﬂciales para el

crecimiento del tejido vegetal (12, 21).

C. Reguladores de crecimiento vegetal
Los reguladores del crecimiento son compuestos 0rganicos que en
pequefias cantidades estimulan, inhiben, o modifican de algun modo cualquier

proceso fisiologico en las plantas (12).

El desarrollo de las plantas tanto en crecimiento y diferenciacion de
Organos es regulado por la accién de sustancias quimicas o reguladores del
crecimiento, que activan o deprimen determinados procesos fisiologicos

interactuando entre si (7).
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Algunos reguladores pueden ser estimulantes a bajas dosis o
inhibitonias a dosis altas; el umbral depende de la especie de la planta. Todo esto

dificulta la aplicacién de un criterio (26).

Las concentraciones altas pueden producir anormalidades en la
formacion de raices y necrosis de los tejidos, observaciones .de concentraciones

altas de auxinas atrofian el crecimiento de raices adventicias (32).

Actualmente se reconocen cinco tipos basicos de sistemas quimicos de
reguladores de crecimiento vegetal, divididos en tres grupos principales:

a). Promotores del crecimiento: Auxinas, Citokininas y Giberelinas.

b). Inhibidores del crecimiento: acido abscisico.

c). Etileno. (14)

En el culivo in vitro de plantas superiores, los reguladores
especialmente las aux:inas y citokininas, juegan un papel muy importante. Se
puede decir que el cultivo in vitro es geﬁeralmente imposible sin reguladores. Si a
un medio nutritivo se le debe afiadir una auxina o une.x citokinina, para conseguir
la extension y/o la division éelular,v es algo que depende del tipo de explante y de

la especie végetal (23).

D. Las auxinas

El término auxina (del griego auxein, incrementar), fue utilizado por

primera vez por Fritz Went, en Holanda en 1920, quien efectud experimentos que
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probaron definitivamente la existencia de una sustancia difusible que estimula el
alargamiento celular, y en la década de 1930 se conocié la estructura e i1dentidad

de la auxina: el acido indolacético (3).

Se sintetiza principalmente en el apice del tallo y ramas jovenes, en las
yemas y hojas jovenes y en general en los meristemos (25). Comprenden una gran
familia de sustancias que tienen en comun la capacidad de producir un
agrandamiento y alargamiento celular, sin embargo se hé enéontrado al mismo
tiempo que promueven la divisién celular en vel culﬁvo de tejidos (26)
frecuentemente fomentan el desarrollo de callos y generalmente ejercen el control

primario en el crecimiento de tallos y raices (32).

Auxinas naturales y sintéticas han sido utilizadas amplianiente en el
cultivo de células,‘ tejidos y Organos vegetales para producir respuestas
rﬁorfogenéticas especificas. Por regla genefal las concentraciones bajas de auxina
esttmulan el crecimiento, en tanto que las mas altas lo inhiben, aunqué la

concentracion optima dependa de la especie y el tipo de tejido (26).

Entre las muy numerosas sustancias auxinicas tres han tomado gran
importancia en Jo que concierne al enraizamiento: |

- El AlA (4cido indélacético).

- El AIB (4cido indolbutirico).

- El ANA (4cido naftalenacético).
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El AIA es muy activo pero presenta inconvenientes debido a que su
molécula se destruye facilmente por oxidaciéon y es poco estable; ademas que es

relativamente soluble y se descompone rapidamente en los tejidos de la planta (2).

El AIB su forma sintética es considerado como uno de los méjores
productos para aumentar el enraizamiento en un gran numero de especies; su
actividad auxinica es débil y los sistemas de enzimas destructoras de auxinas lo
destruyen relativamente lento , resulta muy eficaz como estimulante de las raices,
debido a que se desplaza muy poco y se retiene cerca del sitio de Vaplicécién 3 Q);
su molécula es mas estable y menos soluble, pasa menos rapido en los‘tejidos de
la planta y permanece mas tiempo eﬁ él punto de aplicacion, produce.un sistema

de raices mas fuertes y fibrosas (2).

Aunque el acido indolbutirico ha sido identificado como un producto
natural en la cascara de la patata hace 40 'aﬁos, todavia es referido como una
auxina sintética (10). Este acido es comunmente utilizado para promover la

iniciacion radicular tanto in vitro como ex vitro (31).
1

El ANA es .de un-empleo mas delicado, 'porqﬁe el margen entre el
‘umbral de su actividad y ei umbral de su toxicidad es muy pequefio; es mucho mas-
activo pero mucho mas ﬁtbtéxico; ocasiona usualmente el desarrollo de raices
cortas y gruesas (2). Deben evitarse las concentraciones excesivas con .ANA por el
peligro de provocar dafios en las plantas; al usarlo en concentraciones muy altas

tienden a producir raices gruesas y atrofiadas (32).
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Todas las formas de crecimiento de la raiz inicial o en longitud, o en la
forma de raices cortas y gruesas, se desarrollan por un tratamiento hormonal
apropiado. Muchas especies requieren las auxinas mas fuertes como AIB o ANA
para estimular la formaciéon de raices (29). Una mezcla de hormonas ha tenido
éxito donde las hormonas empleadas solas no han dado mas que poco o ningin
resultado; ANA y AIB, no tienen la misma accién sobre la riz.ogénesis y la causa
radica en las prioridades secundarias de su molécula: facilidad de penetracion y

rapidez de conduccién dentro de la planta (2).

Se determind el ritmo de movimiento polar de algunas auxinas y.
encontraron que la velocidad del acido naftalenacético fue de 6.7 mmv/h, y del

acido indolbutirico 3.2 mm/h, en un trabajo realizado por Leopold y Lam (8)

Los reguladores de crecimiento que se desplazan con facilidad pueden
causar efectos indeseables de crecimiento en la planta propagada. Partes iguales
provocan que un porcentaje mas alto echen raices en algunas especies que

cualquiera de ambos utilizado por separado (32).

Se usaron plantulas de citricos in vitro como fuente de explante; ellos
cultivaron propagulos de nudos e hipocotilos los cuales para induéir la formacién
radicular fueron transferidos a un medio suplementado con diferentes cantidades
de 4cido naftalenacético (0.0-26.9 uM) y 4acido indolbutirico (0.0-25 uM),

obtuvieron una exitosa multiplicacion y enraizamiento (22).
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Las bases fisiologicas para la iniciacidon de los primordios radiculares
parecen estar correlacionados con el nivel de auxina presente en los tejidos o un
balance entre la auxina y otros constituyentes. En algunos casos se ha observado
que concentraciones relativamente altas de auxina podrian estar relacionados con
deficiencias en la absorcion, transporte 0 modo de acumulacién de la auxina o un

proceso rapido de cambios metabdlicos hacia compuestos no auxinicos (7).

Las yemas pueden ser una fuente de inhibidores del enraizamiento y su
efecto se ve incrementado con la utilizacion de las reservas por la aceleracién de la
emision de brotes, que genera gran actividad metabdlica dejando en déficit a las

necesidades para la emision de raices (10).

Hay evidencias substanciales que indican que la luz modifica los
niveles enddgenos de las hormonas o altera la sensibilidad de las células a éstas; el
acido naftalenacético y el acido indolbutirico son completamente activos en

tejidos irradiados (9).

La luz es el factor mas complejo y variable para el normal desarrollo de
las plantas; en la fotomorfogénesis es una sefial utilizada para'el control del

desarrollo (11).

Un periodo corto de irradiacién con luz roja podria ser capaz de
acelerar el proceso de rizogénesis. El acido naftalenacético incrementa el niimero

de raices por brotes en la oscuridad, asi como en la luz roja y luz blanca (27).
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Se realiz6 un trabajo sobre el efecto de la luz y la concentracion de
auxinas en la rizogénesis in vitro de una bromelia (Gusmania lingulata L.), donde
llegd a la conclusion Que el factor de mayor importancia para el proceso de
rizogénesis es la luz y que un periodo de exposicion de la luz roja es capaz de
acelerar el proceso de rizogénesis en una semana, siendo mas efectivo que el acido

naftalenacético (33).

La falla del enraizado puede atribuirse también a una concentracion:
excesiva de las sustancias promotoras de la inmiciacién radical, pudiendo ésta
provocar un crecimiento desordenado de las células precursoras de raices,

produciendo una formacién callosa parecida a un tumor (1).

Se realizé un trabajo en Musaenda erythrophgela Schum, mediante
cultivo in vitro en el cual se encontré que la formacion de raices se logrod
eliminando las citokininas del medio y adicionando auxinas. De las auxinas
probadas el -acido indolbutirico (AIB) fue superior al acido naftalenacético
(ANA); al aumentar la concentracion de dcido indolbutirico (AIB), se incrementa
el porcentaje de raices, acortando el tiempo de la formacion de un sistema radical
largo, delgado y bien ramificado. Con el ANA, en todas las concentraciones
probadas se obtuvo un menor porcentaje de brotes con raices, y al aumentar las
concentraciones ¢éstas se hacian mas cortas y gruesas, y la proliferacion de callos

fue mayor (18).
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2.4 ESTADO FiSICO DEL MEDIO DE CULTIVO

Aunque en la mayoria de los medios de emaizamiehto se emplea el agar
como soporte, al no ser este un material completamente inerte, se ha feportado un
crecimiento pobre de 1a$ raices en varias especies sensitivas. Explicandose este
fenémeno por la poca difusién devsustancias toxicas liberadas por el tejido en

crecimiento, aireacion y disponibilidad de nutrientes.

Los medio liquidos 6frecen ventajas en esta fase ya que ademas de las otras
facilidades que poseen, peﬁniten la difusion de los résiduos toxicos de las plantas,
fundamentalmente los fenoles que son abundantes durante la iniciacién del
crecimiento de las raices y el desarrollo gen¢ral de la planta es mas rapido
acortandose | él periodo de trasplante . La utilizacion de medios liquidos trae
consigo una serie de ventajas due se reflejan fundamentalmente en la dismjnuci()nl
de los costos por concepto de medio de cultivo al eliminarse el agar, lo cual tiene
un efecto superior al ser esta la fase donde se maneja el mayor volumeﬁ de plantas

en todo el proceso de propagacion in vitro (15).

2.5 CULTIVO DE TEJIDOS EN PINA

El éxito de la multiplicacion rapida a través de la micropropagacion in vitro
de orquideas y otras especien agricolas, sugiere que ésta técnica es altamente
ventajosa cuando se requieren numerosas plantas de una calidad deseable.

Consecuentemente varios intentos han sido hechos para utilizar éste método para
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la multiplicacién clonal rapida de la pifia; se obtuvieron pocas plantas regeneradas
procedentes de segmentos de corona en cultivos in vitro. La multiplicacion rapida
a través del cultivo de yemas axilares de la pifia, asi como también de otras
bromelidceas nos sugiere que ésta alternativa es un método eficiente para la

propagacién clonal rapida in vitro de ésta planta.

Un éxito parcial al cultivar retofios de pifia; fue reportado por Mapes que
produjo estructuras parecidas a cormos y/o plantulas e; partir de apices retofiales
previamente agitados sobre un medio de Murashige y Skoog (MS) suplementado
con Ad;nma. Laksmisita y otros, obtuvieron plantulas de yemas terminales dé la

corona in vitro; sin embargo sélo una planta fue obtenida de cada yema (6).

La formacién de plantulas mﬁltiplés en cultivo de yemas laterales de pifia;
és.tas.‘fueron obtenidas de yemas axilares usualmente latentes extraidas de la
corona y cultivadas sobfe un medio MS suplementadés con ANA, AIBy Kinetina..
Mediante la agitacidén -de los frascos de cultivo, durante el crecimiento se
incrementd el namero de retofios multiples driginados; coinparados con el cultivo
estaciqné.rio (sin agitacién), el cultivo con agitacién fue casi tres veces superior,
asi, se produjeron un promedio de 62 retofios multiples en cultivos agitados y un
26 en cultivos sin agitacion. Este ciclo repetitivo resulta en un gran namero de

plantas. Posteriormente los retofios al ser transferidos a un medio MS conteniendo
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bajas concentraciones de ANA y AIB, desarrollaron raices y dieron lugar a

plantulas que poco después fueron transplantadas al suelo (6).

Explantes foliares extraidos de plantulas in vitro, también desarrollaron un
callo capaz de regenerarse. Varios explantes tales como: sincarpos jovenes, yemas
axilares de chupones y/o esquejes, pequefias coronas y eéquejes cultivados,
produjeron una masa similar a un protdcormo Que crecid vigorosamente y
posteriormente se diferenciaron en plantulas. Se observo ‘muchas variantes entre
las regeneradas respecto a ia espina, color de la hoja, ¢xcrecién de cera sobre la
superficie y densidad foliar. La secuencia y distribucidon de ésta variante
parecieron e4star relacionadas a la fuente del explante, mientras que el sincarpo y
los esquejes desarrollaron variantes en altas frecuencias, las yemas axilares y de la

corona lo hicieron en una pequefia cantidad (6).

Los procesos organogénicos dependen en gran medida de 1a relacién Optima |
de las concentraciones de auxinas y cifokim'nas endogenas y e;(égenas vpresentes
en los cultivos. Con el fin de obtener un crecimiento apreéiable en yemas de pifia |
cultivadas in vitro, se realizé un trabajo utilizando diferentes modificaciones del
medio Murashige y Skoog; los mejores resultados para la etapa de inicio fueron
encontrados con los medios que contenian 0.25 mg/l de Benzilaminopurina + 0.2 |
mg/l de acido naftalenético, mientras que para multiplicaciéon fue de 2 mg/l.de

Benzilaminopurina (24).
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La primera parte del desarrollo de los explantes de pifia podia lograrse sin
dificultad; sin embargo seria importante la utilizacién de las combinaciones del
acido indolbutirico (AIB) y acido naftalenacético tANA) en la segunda etapa que
comprende el desarrollo foliar y radical; en el cultivo de la pifia ésta etapa resulta
tan importante como la primera, ya que el transplante a los invernaderos no

alcanza €xito si las pequefias plantas no poseen una altura adecuada (24).

~La formacién de retofios miltiples de cultivos de yemas laterales de pifia,
fue reportado por Zepeda y Sagawa; ellos sugieren que por lo menos 5000 plantas
podrian ser producidos en 12 meses de una simple corona, estiman que _podﬁa
ser posible producir dos millones de pléntas a partir de una simple yema en dos

afios (6).



III. MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo de investigacion se realizd en el Laboratorio de
Micropropagacién In Vitro de la Facultad de Agronomia de la Universidad
Nacional Agraria de la Selva, ubicada en el km 1.5 carretera Tingo Maria-
Huanuco, distrito de Rupa Rupa, provincia de Leoncio Prado, departamento de

Huanuco y region Andrés Avelino Caceres, cuyas coordenadas geograficas son:

Longitud : 75°57°00°
Latitud sur ©09°09°08"
Altitud | 670 m.s.n.m.

3.2 MATERIALES Y EQUIPOS

Los materiales y equipos usados en éste trabajo fueron los siguientes:

A. Material vegetal

El material biologico que se utiliz6é fueron hijuelos de base de la plahta
provenientes de la ciudad de Chanchamayo; cuyas hojas fueron retiradas
cuidadosamente para luego excindir las yemas axilares las cuales después de ser
sometidas a un proceso de desinfeccion fueron sembradas in vitro para su

multiplicacion y posterior siembra en el medio de enraizamiento.

B. Instrumental y equipos

Pinzas rectas largas, mangos de bisturi con hojas de diseccion niimero

10 y 11, espatulas finas, tijera de diseccion recta, baguetas metalicas, camara de
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flujo laminar, autoclave, potenciometro digital, destilador, refrigerador, incubador

y balanza digital.

C. Materiales de vid’rio, de plastico y otros
Magentas con tapa o frascos de vidrio con boca ancha, placas petri de
vidrio, beaker pirex de 500 y 1000 ml, erlemmeyer pirex de 500, 1000 y 2000ml, |
probetas de 100 y 1000 ml, baguetas de vidrio, pipetas graduadas de 1 y 10 ml,
mechero de vidrio, pizeta plastica, algodon, papel kraft, parafilm, papel aluminio,
mascarillas, marcadéres indelebles, escobillas para lavar tubos de énsayo, papel

toalla y detergente.

D. Reactivos y otros
Medio Basal de Murashige y Skoog (Anexo Cuadro 44), acido
naftalenacético (ANA) dé 0.5, 1.0y 1.5 mg/1; acido indolbutirico (AIB) de 0.2, 0.3

y 0.4 mg/l, NaOCl al 5%, alcohol al 96%, NaOH 1N y HCI IN.

3.3 CQMPONENTES EN ESTUDIO
- Material vegetal
Micropropagulos de pifia, variedad ‘Cayena Lisa’, provenientes de
cultivo in vitro,. de 4 meses de edad, con un tamafio aprbximado de 1-1.2 cm.

. Reguladores de crecimiento
a). Acido naftalenacético (ANA) Factor A
b). Acido indolbutirico (AIB) : Factor B
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Dosis (concentraciones)

- a=05myl

- a,= 1.0 mg/1
- a;= 1.5 mg/l
- b=02mgl
- b=03mgl

- b=04mgl

3.4 TRATAMIENTOS EN ESTUDIO

Cuadro 1. Descripcién de los tratamientos en estudio.

: | ANA (A)Y AIB (B)?
Tratamiento Clave :
| ¢mg/l) (mg/l)
T, aby . 0.5 + 0.2
T, ajby - 0.5 + 0.3
T, aiby 0.5 + 0.4
T ab, 1.0 + 0.2
Ts asby 1.0 + 0.3
Ts abs 1.0 + 0.4
T asb, 1.5 + 0.2
Ts azb, 1.5 + 0.3
To azb; 1.5 + 0.4
Tho aobg 0.0 + 0.0

1

Acido naftalenacético.

P

Acido indolbutirico.



3.5 DISENO EXPERIMENTAL

Para el presente estudio se utilizé el disefio completamente al azar, con

arreglo factorial 3A x 3B mas un testigo adicional con 7 repeticiones por

tratamiento. El modelo aditivo lineal del presente experimento fue el siguiente:

Yip= pt o+ B+ (e + €k

Donde:

Para:

Y =

ar =

Es la respuesta obtenida en la k-ésima repeticion a la cual se' la
aplicé la i-ésima concentracion del ‘acido naftalenacético
(ANA) con la j-ésima concentracion del acido indolbutirico
(AIB). |

Efecto de la media general.

Efecto de la i-ésima concentracién del acido naftalenacético
(ANA).

Efecto de la j-ésima concentraciéon del acido iﬁdolbutirico

(AIB).

(aB);= Efecto de la interaccion entre la i-ésima concentracion del &cido

Eije =

naftalenacético (ANA) con la j-ésima concentracién del acido
mdolbutirico (AIB).
Efecto aleatorio del error experimental asociado a dicha

observacion, Yi.

1= 1,2,3 concentraciones de ANA.

k=1,.

J=1,2,3 concentraciones de AIB.

., 1 repeticiones (4).
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3.6 ESQUEMA DEL ANALISIS DE VARIANCIA

Cuadro 2. Esquema del analisis de variancia.

Fuente de variacion G.L.
Tratamientos : 9
Factorial 8
A 2 |
B | | 2
Ax B | | 4
Factornal Vs Testigo | 1
Error experimental ' 60
Total 69

3.7 EJECUCION DEL EXPERIMENTO

A. Seleccion de micropropagulos a nivel in vitro
El material vegetal fue obtenido de las yemas axilares de los hijuelos de
base de la planta de piiia, el cual después de ser desinfectado fue sembrado in vitro
(Abril de 1999), con regular fragmento de la parte basal, posterionnenté se
transfirieron al medio de multiplicaciéﬁ (Junio de 1999); al cabo de 55-60 dias se
seleccionaron aquellos micropropagulos que tuvieron el mismo tamafio y pesos
aproximados, con nula contaminacién de microorganismos y fueron llevados é un

medio que no contenia hormonas (Agosto de 1999), esto se hizo con la finalidad



que los micropropagulos no tuviesen restos de hormonas utilizados en la fase de
multiplicacién que pudiesen alterar los resultados finales; al cabo de 15 dias fue

sembrado en el medio de enraizamiento (16 de Agosto de 1999), donde se
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aplicaron los diferentes tratamientos ya especificados en el Cuadro 1.

B. Preparacién del medio

Para preparar el medio de Murashige y Skoog (1962), fue convenient_é

preparar una solucidn stock concentrada , procediendo de la siguiente manera:

a).

b).

Para la soluci6n stock de macronutrientes: (10 x) pesar :

NHNO3 e, 16500 mg
KNO3 e, 19000 mg
KHoPOys e, 1700 mg
MgSO4THO 3700 mg
CaCL.2H, 0 ... - 440 mg

Disolver en 500 ml de H,O destilada.

Para la solucién stock de micronutrientes: (100 x ) pesar:

KL 83.00 mg
H3BOs e, 620.00 mg
MnSO4.4H,O oo 2230.00 mg
ZnSO4.TH,O 860.00 mg
NayMoO4.2HoO ool 25.00 mg

CUSO4.5H20 ............................................ 2.50 mg



CoClL.6H,0 oo SR 2.50 mg

Disolver en 500 ml de H,O destilada.

Para la solucion stock de Hierro: (100 x) pesar:
FeSO4,.7TH,0 oo 2780.00 mg

NP5 210 1 - © 3730.00 mg

Disolver por separado y agregar el sulfato ferroso sobre el Na;EDTA y

enrasar a 100 ml de agua destilada.

d).

Para la solucion stock de vitaminas: (100 x) pesar:

Acido nicotinico eeeseasaenaa senene 50 mg y disolver en 100 ml
H,0 destilada.

Tiamina -~ .. 10 mg y disolver en 100 ml .
H,O destilada.

Piridoxina-HCl ... 50 mg y disolver en 100 ml |
H,O destilada.

Mioinositol ... 10000 mg y disolver en 100
ml H,O destilada.

Para la solucion stock de aminoacido (100 x) pesar:
Glicina 200 mg y disolver en 100

ml H,O destilada.
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f). Parala soluciéﬁ stock de las auxinas pesar:
AIB RV 20 mg y disolver en aproximadamente
20 ml de agua destilada con NaOH 1IN
enrazar a 100 ml H,O destilada.
ANA 20 mg disolver en aproximadamente
20 ml de agua destilada con NaOH IN

enrazar a 100 ml H,O destilada.

Una vez preparada la solucion madre se procedié de la siguiente manera:
1.  Enun beaker de 1000 ml adicionar 300 ml de H,O destilada.

2. Adicionar las siguientes alicuotas en las cantidades especificadas :

.' MaCTONULHIENteS. ......ovvveeeeeennn.. 50 ml/1
Mi.cronutrientes .......................... 5 ml/l
Hlen'b ...................................... 1 ml/l
Mioinositol..................o 1 ml/1
Acido nicotinico......................... 1 ml/1
Piridoxina-HCl .......................... 1 ml/l
Tiamina-HCl ..................... ... 1 ml/1
Glicina ........... SRR e 1 mV/1

3. Adicionar 30 gramos de sacarosa
4.  Adicionar las concentraciones de auxinas de acuerdo a los tratamientos
especificados en el Cuadro 1.

5. Enrazar a 1000 ml con agua destilada.
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6. LlevarapH5.8
7.  Calentar la solucién y disolver 8 g del agar.
8.  Dispensar 30 ml del medio en frascos de vidrio .
9.  Esterlizar en autoclave a 15 libras.

10. Guardar los frascos en el refrigerador a 15°C.

C. Esterilizacion del material

Una caracteristica esencial del cultivo de tejidos es la conservacion del
material y medio nutritivo sin  contaminacién, principalmente de
microorganismos. El medio de cultivo, asi como material de -cristaleria,

instrumentos, agua y otros implementos se esterilizaron en autoclave.

El material de vidrio e instrumental de diseccién se envolvié en papel

aluminio o papel de envoltura y se esterilizé a 120 °C durante 20 minutos.

D. Operaciones previas
Por asepsia en el establecimiento y ulterior manipulacion de los
cultivos es preciso adoptar algunas precauciones durante las tareas que se llevaron

a cabo en la camara de transferencia o de flujo laminar, asi:

a). Antes de comenzar a trabajar, se desinfecto la mesa y las paredes
‘de la camara con etanol 70% igualmente se desinfectd la parte
externa de los recipientes que contenian los medios de cultivo o el

agua estéril, antes de introducirlo en la camara.
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b). Fue necesario que las manos, y eventualmente los antebrazos del
cultivador sean desinfectados con etanol 70%; el uso de mascaras
y gorros no es imprescindible, pero reduce la contaminacion si se
opera en camaras de aire estéril.

¢). Los instrumentos basicos empleados se flamearon previamente
con etanol 96%; el material de vidrio utilizado como soporte para
las disecciones (cajas petri), se esterilizo.

d). Se realiz6 las operaciones de diseccion lo mas cerca posible a la
llama de un mechero. Se evitd exposicibnes prolongadas de los

micropropagulos o de los medios en recipientes abiertos.

E. Siembra
Se tomaron los micropropagulos provenientes del medio de
refrescamiento in vitro (medio que no contenia hormonas) con una pinza y se
introdujo en los frascos conteniendo el medio de cultivo con los tratamientos

especificados en el Cuadro 1.

F. Sellado
Una vez hecha la siembra se tap6 el frasco y se selld, con la pelicula

plastica para una mejor proteccion contra posibles patogenos.

G. Incubacion
Los frascos se colocaron en el cuarto de incubacion en condiciones

ambientales controladas:
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Temperatura: 27-28 °C

Fotoperiodo: 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.

Intensidad luminica: 1600 - 2000 lux.

H. Enraizamiento

Las plantulas seleccionadas en la fase de multiplicacién de 1-1.2 cm se
pro;:edieron a establecerlos en un medio de enraizamiento (16 de Agosto de 1999),

para inducir al crecimiento de las raices y elongacién del tallo.

3.8 OBSERVACIONES REGISTRADAS Y METODOLOGIA

A. Altura de plantula
Se tomo una altura inicial al momento de la siembra para ver cuanto
crecia durante la etapa de enraizamiento; se considerd desde el cuello de la

plantula hasta la hoja mas prolongada. Estas evaluaciones se realizaron a los 30 y

60 dias .

B. Diametro de plantula

Se tomaron a la altura de la base de la plantula; haciendo uso del

vernier, se realizd una evaluacidn inicial , posteriormente a los 30 y 60 dias .

C. Numero de hojas
Se contaron las hojas con que disponia cada plantula, éstas

evaluaciones se realizaron cada 5 dias.
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D. Dias a la formacion de raices

Se determind los dias transcurridos desde la siembra en el medio de

enraizamiento hasta el inicio de formacion de raices.

E. Longitud de raices
Se tomo la longitud en centimetros desde la base de la raiz, hasta su

parte terminal; se evalué a los 30 y 60 dias.

F. Numero de raices
Las evaluaciones se realizaron a los 30 y 60 dias, se conto el niimero de

raices por plantula.

G. Dias a la formacion de brotes
Se determino los dias transcurridos desde la siembra en el medio de

enraizamiento hasta el inicio de formacidn de los brotes.

H. Numero de brotes

En base al numero de brotes diferenciables por plantula; se realizaron

evaluaciones cada 5 dias.

I.  Porcentaje de enraizamiento
Basandose en el numero de plantulas que enraizaron por tratamiento,

entre el nimero total de plantulas expuestas.
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J. Formacién de callo y porcentaje de sobrevivencia
Se realiz6 en base a la escala:
0 No formo callo

1 : Form¢é callo

El porcentaje de sobrevivencia se hizo basdndose en el namero de

plantulas sobrevivientes, por tratamiento.



IV. RESULTADOS

4.1 ALTURA DE PLANTULA

Cuadro 3. Andlisis de variancia para la altura de plantula evaluados a los 30 y 60

dias de siembra en el medio de cultivo.

Cuadrados medios

AU

Fuentes de Vériaci()n GL
' a los 30 dias a los 60 dias
Tratamientos -9 3.17391 AS 7.92285 AS
Factorial - 8 3.53900 AS 8.90646 AS
~ A[ANAJY 2 13.85323 AS 33.96845 AS
B[ AIB ¥ 2 0.11980 AS 0.34782 AS
AxB 4 0.09148 AS 0.65479 AS
Factorial Vs Testigo ] 0.25320 AS 0.05395 S
Error experimental 60 | 0.00869 0.01332
Total 69
CV= 7.51% 5.20%

Acido naftalenacético.

Acido indolbutirico.

S Significacién estadistica al 5% de probabilidad.
AS  Significacidn estadistica al 1% de probabilidad.

Del Cuadro 3 se deduce que:
- Existen diferencias estadisticas altamente significativas para el efecto de las

~concentraciones del acido naftalenacético (A), acido indolbutirico (B),
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para la interaccidn entre diéhas hormonas (A x B), tanto a los 30 y 60 dias; y
para el contraste factorial vs testigo, se encontr6 a los 30 y 60 dias
diferencias estadisticas al 1% y 5% de probabilidad respectivamente.

Que el coeficiente de variabilidad fue de 7.51% a los 30 dias y 5.20% a los

60 dias, denotando excelente homogeneidad de los  resultados

experimentales.

Cuadro 4. Andlisis de los efectos simples para la altura de plantula evaluados a

los 30 y 60 dias de siembra en el medio de cultivo.

Cuadrados medios

Fuentes de Variacién ~ GL
a los 30 dias ~alos 60 dias
Efecto simple del factor A
Aenb, 2 ~ 5.28122 AS 12.53499 AS
Aenb; 2 5.14002 AS 13.02691 AS
Aenb; 2 3.61496 AS 9.71613 AS
Efecto simple del factor B
Ben a, 2 0.03670 S 0.64033 AS
Bena, 2 019220 AS  0.76566 AS
Bena, | 2 0.07386 AS  0.25141 AS
Error experimental 60 | 0.00869 0.01332
S Significacion estadistica al 3% de probabilidad.
AS  Significacion estadistica al 1% de probabilidad.
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Del Cuadro 4 se deduce que:

Existen diferencias estadisticas altamente significativas entre los niveles del
factor A (concentraciones del acido naftalenacético) en cada una de los
niveles del factor B (concentraciones del acido indolbutitico): b; (0.2 mg/l) ,
b, (0.3 mg/) y b; (0.4 mg/), tanto a los 30 y 60 dias para el carécter en

estudio.

Existen diferencias estadisticas al 5 y 1% de probabilidad entre los'niveles
del factor B en cada uno de los niveles del factor A (concentraciones del
acido naftalenacético): a; (0.5 mg/l), a (1.0 rrig/l) y a; (1.5 mg/l) a los 30
dias. Asimirsmcv) para la altura de plantula a los 60 dias se encontrd
diferencias altamente significativas entre los niveles del factor B en cada uno

de los niveles del factor A



Cuadro S. Prueba de Duncan (o = 0.05) para el efecto simple de A
(concentraciones del acido naftalenacético) correspondiente a la altura

de plantula evaluados a los 30 y 60 dias.

[A.N.A]Y Altura de plantula (cm)
Clave
mg/l A los 30 dias A los 60 dias
Aenb,
aib, 0.5 096 b 191 b
ash, 10 218a 355a
azb; 1.5 0.50 c 0.89 c
Aenb,
a;b, 0.5 O L02 b © 200 b
ab, 1.0 232 a . 388a
asb, 1.5 070 ¢ 1.23 c
Aenb; ‘
aibs 0.5 1.10 b 247 b
abs 1.0 1.99 a 322 a
asbs 1.5 0.57 c 0.91 c

¥4 At v
Acido naftalenacético
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Figura 1. Efecto de la interaccion dosis de acido naftalenacético (A)
por acido indolbutirico (B) en la altura de plantula a los
(a) 30 dias y (b) 60 dias.
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En el Cuadro 5y laFigura 1 se observa que:

Cuando aplicamos la primera concentracion del 4cido indolbutirico (b)); se
observan diferencias estadisticas entre las concentraciones del acido
naftalenacético, siendo el segundo nivel a,, el que estadisticamente causé un
mejor efecto en la altura de plantula promedio, tanto a los 30 como a los 60

dias.

Existen diferencias estadisticas significativas entre las concentraciones del
acido naftalenacético siendo la concentracion a,, la que mejor efecto causéd
en la altura de plantula de pifia respecto a las demas, cuando se combiné con

la segunda concentracién del 4cido indolbutirico.

Al aplicar la tercera concentracién del acido indolbutirico (bs); se observa
que existen diferencias estadisticas entre las concentraciones del acido
naftalenacético siendo la segunda concentracion a,, la que mejor efecto
causd en la altura de plantula respecto a los otros niveles cuando se combiné

con la tercera concentracion del acido indolbutirico.



Cuadro 6. Prueba de Duncan (a = 0.05) para el efecto simple de B

(concentraciones del acido indolbutirico) correspondiente a la altura

de plantula evaluados alos 30 y 60 dias.

[A.LB]Y Altura de plantula (cm)
Clave
mg/l A los 30 dias A los 60 dias
B ena;
ab, 0.2 096 b 191 b
ab, 03 102 ab 200 b
a;bs - 0.4 1.10 a 2.47 a
Bena,
ab, 0.2 218 b 355 b
asb, | 3 232 a : 388 a
abs 0.4 1.99 c , 3.22 c
Ben a;
ab 02 050 b - 089 b
‘azb, 3 0.70 a 1.23 a
azb; 0.4 057 b 091 b

Y Acido indolbutirico
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En el Cuadro 6 y Figura 1 se observa que:

En la comparacion entre los niveles del acido indolbutirico: by vs b,, y b, vs
by, aplicando la misma concentracién del acido naftalenacético (a; = 0.5
mg/1), no se encontraron diferencias estadisticas significativas para el caracter
| altura de plantula los 30 dias. Sin embargo al comparar el nivel bs vs by; se
encontré diferencias estadisticaé significativas siendo éste Ultimo el que

mejor efecto caus6 en la altura de plantula promedio a los 30 y 60 dias.

Cuando se aplicod la segunda concentracion del acido naftalenacético (1.0
mg/l), se encohtfaron diferencias estadisticas significativas en la
comparacidn de los niveles del factor B entre si; siendo el segundo nivel del
acido indolbutirico el que combina mejor con la segunda concentracion del
acido naftalenacético en la altura de plantula de pifia en la evaluacion tanto a

los 30 como a los 60 dias.

Al aplicar‘ la tercera concentracion del acido naftalenacético a;, en la
comparacion de los niveles bs vs b; no éxisten diferencias estadisticas
sigﬁiﬁcativas; mientras que los niveles b, vs 53 y b, vs b, presentan
diferencias estadisticas significativas, siendo el nivel by, el que mejor efecto

causé en la altura de plantula de pifia, a los 30 y 60 dias.



Cuadro 7. Prueba de Duncan (¢ = 0.05) para el efecto principal de A
(concentraciones del acido naftalenacético) correspondiente a la

altura de plantula evaluados alos 30y 60 dias

[A.N.A]Y Altura de plantula (cm)
Clave '
mg/l A los 30 dias A los 60 dias
a, 0.5 103 b 213 b
a 1.0 216 a . 3.55 a
a3 15 059 ¢ 101 o

Acido naftalenacético.

En el Cuadro 7 se observa que:

- Existen diferencias estadisticas significativas entre las concentraciones del
acido naftalenacético: a, a, y as; siendo la segunda concentracion (1.0 mg/1)
la que mejor efecto causo en la altura de plantula de pifia con 2.16 cm a los

30 dias y 3.55 cm a los 60 dias.

- La tercera concentracion caus6 un menor efecto en el caracter con 0.59 cm y

1.01 cm a los 30 dias y 60 dias respectivamente.



Cuadro 8. Prueba de Duncan (o = 0.05) para el efecto principal de B
(concentraciones del acido indolbutirico) correspondiente a la altura

de plantula evaluados a los 30 y 60 dias.

[A.LB]Y Altura de plantula (cm)
Clave
' mg/l A los 30 dias A los 60 dias
b, 0.2 121 b 212 c
b, .03 1.35 a 237 a
by 0.4 122 b 220 b

" Acido indolbutirico

En el Cuadro 8 se obsreva que:

- Existen diferencias estadisticas en la comparacion de la segunda
‘concentracion de acido indolbutirico con b; y bs siendo el nivel b, el que ’
mostré un mejor efecto con un promedio de con 1.35 cm, a los 30 dias y 2.37

cm, a los 60 dias.

- No se pudo probar estadisticamente diferencias entre la comparacion del
nivel by vs by, a los 30 dias, sin embargo a los 60 dias para esta comparacion

ultima si se encontrd diferencias estadisticas.
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4.2 DIAMETRO DE PLANTULA

Cuadro 9. Analisis de variancia para el diametro de plantula evaluados a los 30

y 60 dias de siembra en el medio de cultivo.

Cuadrados medios

Fuentes de variacion GL
A los 30 dias A los 60 dias
Tratamientos 9 0.00362 AS 0.00422 AS
Factorial 8 0.00380 AS 0.00471 AS
A [ANA}Y 2 0.01358 AS 0.01778 AS
B[AIB T 2 0.00039 NS 0.00027 NS
AxB 4 10.00063 NS 0.00039 NS
Factorial Vs Testigo 1 0.00217 S 0.00031 NS
Error experimental 60 0.00053 0.00118
Total 69
CVs= 11.17% 9.37%

Acido naftalenacético.
¥ Acido indolbutirico.

S Significacién estadistica al 5% de probabilidad.
AS  Significacion estadistica al 1% de probabilidad.

N.S  No existe significacion estadistica.



-56-
Del Cuadro 9 se deduce que:

Existen diferencias estadisticas altamente significativas para el efecto de las
concentraciones del acido naftalenacético (A),. sin embargo no se pudo
probar diferencias estadisticas entre las concentraciones del acido
indolbutirico (B) y para la interaccion A x B; mientras que para el contraste
factorial vs testigo, se encontré diferencias estadisticas significativas a los 30

dias; mas no asi a los 60 dias para este caracter.

Se encontrd un coeficiente de variabilidad de 11.17% a los 30 dias, y 9.37%
a los 60 dias, denotando muy buena y excelente homogeneidad de los

resultados experimentales respectivamente.
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Figura 2. Efecto de la interaccion dosis de acido naftalenacético (A)
por acido indolbutitico (B) en el diametro de plantula a los
(a) 30 dias y (b) 60 dias.



Cuadro 10. Prueba de Duncan (o = 0.05) para el efecto principal de A
(concentraciones del acido naftalenacétiéo) correspondiente  al

diametro de plantula evaluados alos 30y 60 dias.

[A.N.A]Y Didmetro de plantula (cm)
Clave
mg/| A los 30 dias A los 60 dias
a 0.5 023 a 039 a
a, 1.0 021 b - 037 a
a 1.5 0.18 c . 034 b

1/ { . .
: Acido naftalenacético.

En el Cuadro 10 y Figura 2 se observa que:

- A los 30 dias existieron diferencias estadisticas entre las concentraciones del
- 4cido naftalenacético siendo el nivel a; el que mejor efecto causé en el

didmetro de plantula en promedio de los niveles del factor B (acido |

indolbutirico).

- A los 60 dias los niveles a, y a;, mostraron el mayor diametro de plantula.
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4.3 NUMERO DE HOJAS

Cuadro 11. Analisis de variancia para el namero de hojas evaluados a los 30 y

60 dias de siembra en el medio de cultivo.

Fuentes de variacion

Cuadrados medios

GL
A los 30 dias A los 60 dias
Tratamientos 9 3.52143 AS  11.36667 AS
Factorial 8 3.93973 AS  12.72321 AS
A [ANA]Y 2 13.36905 AS  44.04464 AS
 B[AIBY - 2 1.09226 AS  3.33036 AS
AxB 4 0.64881 S 1.75893 AS
Factorial Vs Testigo 1 0.17500 NS 0.51429 NS
Error experimental 60 0.18304 0.32946
Total 69
CVs= 11.72 % 8.73 %

Acido naftalenacético.

Acido indolbutirico.
S - Significacion estadistica al 5% de probabilidad.
AS  Significacion estadistica al 1% de probabilidad.

No existe significaciéon estadistica.
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Del Cuadro 11 se deduce que:

Existen diferencias estadisticas altamente significativas para el efecto de las
concentraciones del acido naftalenacético (A), y acido indolbutirico (B);
tanto a los 30 y 60 dias, mientras que para la interacciéon entre dichas
hormonas (A x B) se encontré diferencias estadisticas al 5 y 1% de
probabilidad a los 30 y 60 dias respectivamente; sin embargo no se pudo

probar diferencias estadisticas para el contraste factorial vs testigo.

Se encontr6 un coeficiente de variabilidad de 11.72% a los 30 dias y 8.73% a
los 60 dias, denotando muy buena y excelente homogeneidad de los

resultados experimentales.



Cuadro 12. Analisis de los efectos simples para el nimero de hojas evaluados a

los 30 y 60 dias de siembra en el medio de cultivo.

Cuadrados medios

Fuentes de variacion GL
A los 30 dias A los 60 dias
Efecto simple del factor A
Aenb, v } 2 451190 AS 15.55655 AS
Aenb, 2 8.14286 AS 24.14583 AS
A en bs | 2 201190 AS 7.86012 AS
Efecto simple del factor B
B en a v 2 - 1.21726 AS 3.05655 AS
Bena, , 2 1.04464 AS 3.68155 AS
B en a3 2 0.12798 NS 0.11012 NS
Error experimental _ 60 0.18304 0.32946

AS  Significacion estadistica al 1% de probabilidad. -

N.S No existe significacion estadistica.

Del Cuadro 12 se déduce que:

- Existen diferencias estadisticas altamente significativas entre los niveles del
factor A (concenﬁaciones del acido naftalenacético) en cada una de los
niveles del factor B (concentraciones del acido indolbutirico): b; (0.2 mg/l),
b, (0.3 mg/l) y b; (0.4 mg/l), tanto a los 30 y 60 dias para el caracter en

estudio.
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Existen diferenci;as estadisticas al i% de probabilidad entre los niveles del
factor B en el primer y segundo nivel del factor A (concentraciones del acido
naftalenacético): a; (0.5 mg/l) y a; (1.0 mg/l), mientras que en el nivel a; (1.5
mg/1) no se pudo encontrar diferencias estadisticas significativas tanto a los

30 como a los 60 dias.

Cuadro 13. Prueba de Duncan (o = 0.05) para el efecto simple de A

(concentraciones del acido naftalenacético) correspondiente al

namero de hojas evaluados a los 30 y 60 dias.

[A.N.ATY Numero de hojas (cm)
Clave
mg/l A los 30 dias A los 60 dias
Aenb,
a;b; 0.5 439 a 8.11 a
ab, 1.0 332 b 604 b
azb; 1.5 - 2.82 c 5.21 c
Aenb, |
arb, 05 4.93 a 8.75 a
ab, 1.0 407 b 736 b
asb, 1.5 279 ¢ 507 ¢
Aenbs
~abs 05 4.11 a 743 a
ab; 1.0 354 b ' 6.18 b
azb; 1.5 3.04 c 5.32 C

/ (. .
" Acido naftalenacético.
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Figura 3. Efecto de la interaccion dosis de acido naftalenacético (A)
por &cido indolbutirico (B) en el nimero de hojas a los (a)
30 dias y (b) 60 dias.
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En el Cuadro 13 y Figura 3 se observa:

Cuando aplicamos la primera concentracién del acido indolbutirico (b;); se
observan diferencias estadisticas entre las concentraciones del acido
naftalenacético siendo el primer nivel el que estadisticamente causé un mejor

_efecto en el nimero de hojas tanto a los 30 como a los 60 dias.

Cuando aplicamos la segunda concentracién del acido indolbutirico ( by), se
observan diferencias estadisticas entre las concentraciones, del &cido
naftalenacético siendo la concentracion a;, la que mejor efecto causo en el
nimero de hojas al combinarse con la segunda concentracién del acido

naftalenacético, tanto a los 30 como a los 60 dias.

Al aplicar la tercera concentracion del acido indolbutirico (bs) se observan
diferencias estadisticas entre las concentraciones del acido naftalenacético
siendo la concentracion a;, la que mejor efecto causé en el nimero de hojas a

los 30 y 60 dias.



Cuadro 14. Prueba de Duncan (o = 0.05) para el efecto simple de B
(concentraciones del acido indolbutirico) correspondiente al numero

de hojas evaluados a los 30y 60 dias.

[A.LB]Y Numero de hojas (cm)
Clave ‘ _
mg/l A los 30 dias A los 60 dias
B en a
ab 0.2 439 b 811 b
a,b; 3 493 a 8.75 a
a,bs ' 0.4 411 b 7.43 c
Ben a,
axb, 0.2 332 b 604 b
ab, 0.3 4.07 a 7.36 a
“asby 04 - 354 b 6.18 b
Ben a3
- azby 0.2 282 a 521 a
azb, - .03 2.79 a 507 a
asb; 04 3.04 a 532 a

Y Acido indolbutirico.
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En el Cuadro 14 y Figura 3 se observa:

Que en la comparacion entre los niveles del acido indolbutirico b, vs by y b,
vs bs, aplicando la misma concentracion del acido naftalenacético (a; = 0.5
mg/1), se encontraron diferencias estadisticas significativas, tanto a los 30
como a los 60 dias; sin embargo no se pudo encontrar diferencias estadisticas
significativas entre los niveles by vs by a los 30 dias pero a los 60 dias si

existen diferencias significativas.

Al aplicar la segunda conéentracién del acido naftalenacético (a, = 1.0 mg/l),
se encontraron difereﬁcias estadisticas significativas en la comparacion de
los niveles b, vs by y by vs by; siendo el nivel b,, el que causé un mejor
efecto en el numero de hojas, sin embargo no se pudo encontrar diferencias

estadisticas entre los niveles bz vs by, tanto a los 30 como a los 60 dias.

Al aplicar la tercera concentracion del acido naftalenacético (a; = 1.5 mg/l),
se observan que no existen diferencias estadisticas entre las concentraciones

del acido indolbutirico, tanto a los 30 como a los 60 dias.



Cuadro 15. Prueba de Duncan (a0 = 0.05) para el efecto principal de A
(concentraciones del acido naftalenacético) correspondiente al

namero de hojas evaluados a los 30 y 60 dias.

[A.N.A]]/ Numero de hojas (cm)
Clave
mg/l A los 30 dias A los 60 dias
a, 0.5 448 a "8.10 a
a, 1.0 364 b 652 b

a3 1.5 2.88 c 5.20 c

Y Acido naftalenacético. -

~ En el Cuadro 15 se observa que:

- Existen diferencias estadisticas significativas entre las concentraciones del
acido naftalenacético: a,, a; y as, siendo la primera concentracién (0.5 mg/l)
la que mejor efecto causé en el nimero de hojas tanto a los 30 dias como a

los 60 dias.

- La tercera concentracién fue la que menor efecto causé en el nimero de

hojas tanto a los 30 como a los 60 dias.



Cuadro 16. Prueba de Duncan (o = 0.05) para el efecto principal de B
(concentraciones del acido indolbutirico) correspondiente al nimero
de hojas evaluados a los 30 y 60 dias.

[A.LB]" Numero de hojas (cm)
Clave
mg/l A los 30 dias A los 60 dias
b, 0.2 351 b 645 b
b, 0.3 393 a ~7.06 a
bs 0.4 356 b .631. b

Y Acido indolbutirico.

En el Cuadro 16 se observa que:

Existen diferencias estadisticas en la comparaciéon de la segunda

concentracion del acido mdolbutirico; con b; y bs, siendo el nivel by, el que

mejor efecto causoé en el numero de hojas tanto a los 30 como a los 60 dias.

No se pudo encontrar diferencias estadisticas en la comparacion de los

niveles b, vs bs, tanto a los 30 como a los 60 dias.
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4.4 DIAS A LA FORMACION DE RAICES

Cuadro 17. Analisis de variancia para los dias a la formacién de raices.

Fuentes de variacion GL Cuadrados medios
" Tratamientos 9 165.88558 AS
Factorial - 8 ‘ 173.28894  AS
A [ANA]Y 2 462.38790 AS
B [AIB} 2 47.69742 AS .
AxB ' 4 91.53522 AS
Factorial Vs Testigo 1 106.65874  AS
Error experimental 60 1.49259
Total 69
CV = 6.42%

Acido naftalenacético.
Acido indolbutirico.
AS  Significacion estadistica al 1% de probabilidad.

2/
Del Cuadro 17 se deduce que:

- Existen diferencias estadisticas altamente signiﬁcétivas para el efecto de las
concentraciones del 4cido naftalenacético (A), acido indolbutirico (B), para
la mteraccién entre dichas hormonas (A x B) y para el contraste factorial vs

testigo.

- Se encontrd un coeficiente de variabilidad de 6.42%, denotando excelente

homogeneidad de los resultados experimentales.



Cuadro 18. Analisis de los efectos simples para los dias a la formacion de raices.

Fuentes de variacién GL Cuadrados medios-

Efecto simple del factor A

Aenb, 2 239.08333 AS
Aenb, 2 98.43750 AS
"Aenb; 2 | 307.93750 AS

Efecto simple del factor B

Bena 4 2 95.08333  AS

B en a, 2 14.64583 AS

B en a; ' 2 121.03869 AS
Error experimental 60 1.49259

AS  Significacion estadistica al 1% de probabilidad.

Del Cuadro 18 se deduce que:

- Existen diferencias estadisticas altamente significativas entre los niveles del
factor A (concentraciones del acido naftalenacético), en cada uno de los

niveles del factor B (concentraciones del acido indolbutirico): by, by y bs.

- Existen diferencias estadisticas al 1% de probabilidad entre los niveles del
factor B (concentraciones del acido indolbutirico), en cada uno de los niveles

del factor A (concentraciones del acido naftalenacético): a;, a, y as,



Cuadro 19. Prueba de Duncan (a = 0.05) para el efecto simple de A
(concentraciones del acido naftalenacético) correspondiente a los

dias a la formacion de raices.

1/
Clave - ANA] Dias a la formacion de raices
mg/l
Aenb;
aib : 0.5 21.04 b
azbl 1.0 13.82 C
‘asb, 15 : 25.39 a
Aen bz
a1b2 ' 0.5 S 19.75 a‘
a2b2 1.0 12.79 b
asb ’ 1.5 18.68  a
Aen b3
a;bs 0.5 14.11 c
32b3 : 1.0 15.64 b
a3b3 1.5 26.29 a

1/ A .o
Acido naftalenacético.
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Figura 4. Dias a la formacion de raices por efecto de la interaccion del
acido naftalenacético (A) por acido indolbutirico (B).
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En el Cuadro 19 y Figura 4 se observa que:

Al aplicar la brimera concentracion del acido indolbutirico (bi), observamos
que hay diferencias estadisticas significativas entre las concentraciones del
acido naftalenacético siendo el nivel as, el que obtuvo un mayor promedio de
dias para formar raices; mientras que para el nivel a, la formacion de raices

sucedié en menor promedio de dias.

Al aplicar la ’segunda concentracién del acido indolbutirico (by), en la
comparacion de los niveles a; vs a3, no se observan diferencias estadisticas
significativas, siendo el primero el que obtuvo un mayor promedio de dias en
la formacion de raices, mientras que la concentracion ap, mostrd un menor

promedio en dias a la formaci6n de raices.

Al aplicar la tercera cohcentracién del acido indolbutirico (b;), observamos
que hay diferencias estadisticas significativas entre los niveles del acido
naftalenacético siendo as el nivel que mostré un mayor promedio en dias a la
formacidn de raices.La concentracion a;, obtuvo el menor promedio en dias a

la formacion de raices.



Cuadro 20. Prueba de Duncan (a = 0.05) para el efecto simple de B
(concentraciones del acido indolbutirico) correspondiente a los dias

a la formacion de raices.

[A.LB]"
Clave : Dias a la formacion de raices
mg/l

B en a, |

‘a1b, . 0.2 21.04 a

ab, : , 0.3 | 1975 a

a;bs 0.4 a ' 14.11 b
Bena,

aby | 0.4 - 1564  a
Ben a; _

a3b1 _ 0.2 25.39 a

azby 0.3 : - 18.68 b

a3b3 ‘ 0.4 A 26.29 a

¥ Acido indolbutirico.’
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En el Cuadro 20 y Figura 4 se observa que:

Cuando aplicamos la primera concentracion del acido naftalenacético (a;),
no se observan diferencias estadisticas en la comparacion de los niveles:b; vs
b,, siendo el nivel by, el que obtuvo un mayor promedio en dias a la
formacion de raices, mientras que para el nivel b;, la formacion de raices

sucedi6 en menor promedio de dias.

En la comparaci()h de los miveles del acido _indolbutiﬁ'co: by vs by y by vs by,
aplicando la misma concentracion del acido naftalenacético (a,), se observan
diferencias estadisticas signiﬁcatiyas, siendo el nivel bs, el que mosﬁé un
mayor promedio en dias a la formacidn de raices; sin embargo al comparar el
nivel by vs by, no se encontré diferencias estadisticas significativas siendo el
segundo nivel el que obtuvo un menor promedio en dias a la formacion de

raices.

Al aplicar la tercera coﬁcentracién del acido naftalenacético (a;), se observa
que en la égmparacién del nivel b; vs by, no existen diferencias estadisticas
sigIﬁﬁcativas, siendo el primero de ellosﬂ‘ (bs) el que mostr6 un mayor
promedio de dias para formar raices. El nivel b, obtuvo un menor promedio

de dias en la formacion de raices.



Cuadro 21. Prueba de Duncan (a = 0.05) para el efecto principal de A
(concentraciones'del acido naftalenacético) correspondiente a los

dias a la formacion de raices.

[AN.A]Y y )
Clave Dias a la formacion de raices
. mg/l
a 0.5 20.12 b
a 1.0 ' : 14.26 c
az _ 1.5 23.45 a

/ O ,on
Y Acido naftalenacético.

En el Cuadro 21 se observa que:

- Existen diferencias estadisticas entre las concentraciones del &cido
naftalenacético: a;, a, y a;, siendo la tercera concentracion (1.5 mg/l) la que

obtuvo un mayor promedio en dias a la formacién de raices.

- La concentracion ap, mostro un menor promedio en dias para formar raices.



Cuadro 22. Prueba de Duncan (a = 0.05) para el efecto principal de B
(concentraciones del acido indolbutirico) correspondiente a los dias

a la formacion de raices.

[A.LB]Y , ]
Clave Dias a la formacion de raices
mg/l
b, | 0.2 2008  a
b, © 0.3 | 17.07 c
b3 04 18.68 b

¥ Acido indolbutirico.

En el Cuadro 22 se observa que:

- Existen diferencias estadisticas significativas entre las concentraciones del
acido indolbutirico: by, b, y bs, siendo la concentracion b, la que obtuvo un

mayor promedio en dias a la formacién de raices .

- La concentracion by, mostré un menor promedio en dias para formar raices.
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4.5 LONGITUD DE RAICES

Cuadro 23. Analisis de variancia para la longitud de raices evaluados a los 30 y

60 dias de siembra en el medio de cultivo.

Cuadrados medios

Fuentes de variacion ‘ GL :
A los 30 dias A los 60 dias
Tratamientos , 9 16.18341 AS 5438115 AS
Factorial ' 8 18.19460 AS  61.16315 AS
A [ANA]Y 2 - 4201555 AS  125.60573 AS
B[ AIB J¥ 2 6.18505 AS . 23.90847 AS
AxB 4 12.28890 AS  47.56919 AS
Factorial Vs Testigo | 0.09387 S 0.12517 S
Error experimental 60 0.01803 0.01967
Total - 69
Cvs= 5.97% -3.68 %

Acido naftalenacético.

Acido indolbutirico.

S Significacion estadistica al 5% de probabilidad.
AS  Significacion estadistica al 1% de probabilidad.

2/

Del Cuadro 23 se deduce que:

- Existen diferencias estadisticas altamente significativas para el efecto de las
concentraciones del 4cido naftalenacético (A), acido indolbutirico (B), y para
la interaccidn entre dichas hormonas (A x B), tanto a los 30 como a los 60
dias; el contraéte factorial vs testigo mostré diferencias estadisticas al 5% de

probabilidad, tanto a los 30 como a los 60 dias.
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- El coeficiente de variabilidad fue de 5.97% a los 30 dias y 3.68% a los 60

dias, denotando excelente homogeneidad de los resultados experimentales.

Cuadro 24. Analisis de los efectos simples para la longitud de raices evaluados

alos 30 y 60 dias de siembra en el medio de cultivo.

Cuadrado.s medios

Fuentes de variacion GL
A los 30 dias A los 60 dias
Efecto simple del factor A
Aenb, 2 18.97806 AS ©53.01063 AS
Aenb, 2 27.04213 AS 101.78780 AS
Aen b; _ -2 - 20.57316 AS 65.94568 AS
Efecto simple del factor B
B en a 2 18.22763 AS 57.24100 AS
Bena, : 2 7.57939 AS 46.77223 AS
Benas 2 4.95583 AS 15.03361 AS
Error experimental 60 0.01803 0.01967

AS  Significacion estadistica al 1% de probabilidad.

Del Cuadro 24 se deduce que:

- Existen diferencias estadisticas altamente sigﬁiﬁcativas entre los niveles del
factor A (concentraciones del acido naftalenacético) en cada una de los
niveles del factor B (concentraciones del écido.indolbutirico): b;=0.2 mg/l,
b, =03 mg/l y b;= 0.4 mg/l, tanto a los 30 y 60 dias para el caracter en

estudio.
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- Existen diferencias estadisticas altamente signiﬁcativas entre los niveles del
factor B en cada uno de los niveles del factor A (concentraciones del acido
naftalenacético): a;= 0.5 mg/l, a,= 1.0 mg/ly a3= 1.5 mg/l, en la evaluacion

a los 30 dias y 60 dias.

Cuadro 25. Prueba de Duncan (a0 = 0.05) para el efecto simple de A
(concentraciones del acido naftalenacético) correspondiente a la

longitud de raices evaluados a los 30 y 60 dias.

[A.N.A]Y Longitud de raices (cm)
Clave
mg/l A los 30 dias A los 60 dias

Aenb,

ab, 0.5 082 b 155 b

asby 1.0 3.56 a 585 a

asb; 1.5 0.61 c 0.72 c
Aenb, v :

ab, 05 1.22 c 2.11 c

a,b, 1.0 495 a | 920 a -

asb, 15 200 b 322 b
Aen b

abs 0.5 380 . 676a

abs 1.0 291 b 411 b

asb; 1.5 0.48 c 0.64 c

V" Acido naftalenacético.
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Figura 5. Efecto de la interaccion dosis del acido naftalenacético (A)
por acido indolbutirico (B) en la longitud de raices a los (a)
30 dias y (b) 60 dias.



-82-

En el Cuadro 25 y Figura 5 se observa que:

Al aplicar la primera concentracion del acido indolbutirico (b;) se observan
diferencias estadisticas entre las concentraciones del acido naftalenacético,
siendo el segundo nivel el que estadisticamente causé un mejor efecto en la

longitud de raices, tanto a los 30 como a los 60 dias.

Existen diferencias estadisticas entre las concentraciones del acido
naftalenacético, cuando aplicamos la segunda concentracion del acido
indolbutirico (b,); siendo el nivel a,, del acido naftalenacético el que mejor

efecto causo en la longitud de raices, tanto a los 30 como a los 60 dias.

Al aplicar la tercera concentracion del acido indolbutirico (b;), se observa
que existen diferencias estadisticas en la comparacion de los niveles del
acido naftalenacético; siendo el nivel a;, el que mejor efecto causd en la

longitud de raices, tanto a los 30 como a los 60 dias.



Cuadro 26. Prueba de Duncan (o = 0.05) para el efecto simple de B
(concentraciones del acido indolbutirico) correspondiente a la

longitud de raices evaluados alos 30y 60 dias.

[A.LB]Y Longitud de raices (cm)
Clave ‘
mg/l A los 30 dias A los 60 dias

Ben a;

‘albl 0.2 0.82 C 1.55 C

b, 0.3 122 b 211 b

a;bs ,: 0.4 3.80 a 6.76 a
Bena,

a;b, 0.3 495 a 9.20 a

abs 04 2.91 c 4.11 C
Ben a3'

asby 0.2 061 b 072 b

a;b, 0.3 2.00 a 322a

" Acido indolbutirico.
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En el Cuadro 26 y Figura 5 se observa que:

Existen diferencias estadisticas significativas al aplicar la primera
concentracion del acido naftalenacético (a;), en la comparacién de los
niveles del acido indolbutirico, siendo el nivel bs, el que estadisticamente

causé un mejor efecto en la longitud de raices tanto a los 30 y 60 dias.

Al aplicar la segunda concentracion del 4cido naftalenacético existen
diferencias estadisticas significativas entre los niveles del &cido
indolbutirico, siendo el nivel b, el que mejor efecto causo en la longitud de

raices, a los 30 y 60 dias.

~ En la comparacion entre los niveles del acido indolbutirico: b, vs by y b, vs
b3,< aplicando la misma concentracion del acido naftalenacético (a3), existen
diferencias estadisticas significativas; mas no asi en la comparacion de los
niveles b; vs bs, los cuales resultaron téner estadisticamente valores
“similares; el nivel by, causé un mejor efecto en la longitud de raices tanto a

los 30 como a los 60 dias.



Cuadro 27. Prueba de Duncan (a = 0.05) para el efecto principal de A
(concentraciones del acido naftalenacético) correspondiente a la

longitud de raices evaluados alos 30y 60 dias.

[A.N.A]Y Longitud de raices (cm)
Clave '
mg/l A los 30 dias A los 60 dias
a, 0.5 195 b . 347 b
a 1.0 381 a 6.38 a
a3 1.5 1.03 c 1.53 c

" Acido naftalenacético.

En el Cuadro 27 se observa que:

- Existen diferencias estadisticas significativas entre las concentraciones del
acido naftalenacético: a;, a,, y as, siendo la segunda concentracion (1.0
‘mg/l), la que mejor efecto causo en la longitud de raices, con 3.81 cm a los

30 dias y 6.38 cm a los 60 dias.

- La concentracién a; causd un menor efecto en la longitud de raices tanto a

los 30 como a los 60 dias.



Cuadro 28. Prueba de Duncan (o = 0.05) para el efecto principal de B
(concentraciones del acido indolbutirico) correspondiente a la

longitud de raices evaluados a los 30 y 60 dias.

[A.i.B]” ‘ Longitud de raices (¢cm)

Clave

mg/l A los 30 dias | A los 60 dias
b, 02 1.66 c 2.71 c
'bzv 03 272 a 4.84 a
bs | 0.4 240 b 383 b

¥ Acido indolbutirico.

En el Cuadro 28 se observa que:

- Existen diferencias estadisticas entre las concentraciones del 4acido
indolbutirico: b, b, y bs, siendo la segunda concentraciéon (0.3 mg/l), la que
mejor efecto causé en la longitud de raices con 2.72 cm a los 30 dias y 4.84

cm a los 60 dias.

- La concentracion b, causd un menor efecto en la longitud de raices tanto a

los 30 como a los 60 dias.
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4.6 NUMERO DE RAICES

Cuadro 29. Analisis de variancia para el numero de raices evaluados a los 30 y

60 dias de stembra en el medio de cultivo.

~ Cuadrados medios

Fuentes de variacion GL
A los 30 dias A los 60 dias
Tratamientos 9 41.71046 AS  124.64683 AS
Factorial 8 42.00864 AS  127.07168 AS
A [ANA]” 2 50.40671 AS  192.00694 AS
B[ AIB ]2/ 2 8224778 AS  195.64385 AS
AxB | 4 17.19004 AS 60.31796 AS
Factorial Vs Testigo 1 39.32502 AS  105.24802 AS
Error experimental 60 0.41074 1.02708
Total 69
Cv= 9.92% - 7.43%

Acido naftalenacético.
Acido indolbutirico.
AS  Significacion estadistica al 1% de probabilidad.

2/

Del Cuadro 29 se deduce que:

- Existen diferencias estadisticas altamente significativas para el efecto de las
concentraciones del 4acido naftalenacético (A), acido indolbutirico (B), para
la interaccion entre dichas hormonas (A x B) y para el contraste factorial vs

testigo; tanto a los 30 como a los 60 dias.
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- Se encontrd un coeficiente de variabilidad de 9.92% a los 30 diasy 7.43% a
los 60 dias, denotando excelente homogeneidad de los resultados

experimentales.

Cuadro 30. Analisis de los efectos simples para el nimero de raices evaluados

alos 30 y 60 dias de siembra en el medio de cultivo.

Cuadrados medios

Fuentes de variacion GL - -
A los 30 dias A los 60 dias

Efecto simple del factor A

A en b, 2 23.78869 AS 57.16369 AS

Aenb, 2 12.74512 AS 57.33333 AS

A en bs 2 48.25298 AS 198.14583 AS
Efecto simple del factor B _

Ben a, 2 30.87190 AS 79.40179 AS

Bena, 2 40.86012 AS 110.43750 AS

- Benas 2 45.89583 AS 126.44048 AS

Error experimental 60 0.41074 1.02708

AS  Significacién estadistica al 1% de probabilidad.

Del Cuadro 30 se deduce que:

- Existen diferencias estadisticas altamente signiﬁcativés entre los niveles del
factor A (concentraciones del acido naftalenacético) en cada una de los
niveles del factor B (concentraciones del acido indolbutirico): b; = 0.2 mg/],
b, = 0.3 mg/l y b; = 0.4 mg/l, tanto a los 30 y 60 dias para el caracter en

estudio.
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- Existen diferencias estadisticas al 1% de probabilidad entre los niveles del
factor B en cada uno de los niveles del factor A (concentraciones del acido
naftalenacético): a; = 0.5 mg/l, a, = 1.0 mg/l y a3 = 1.5 mg/l, tanto a los 30

como a los 60 dias, para el nimero de raices.

Cuadro 31. Prueba de Duncan (a0 = 0.05) para el efecto simple de A
(concentraciones del acido naftalenacético) correspondiente al

namero de raices evaluados alos 30 y 60 dias.

[A.N.A]Y Namero de raices
Clave
mg/l A los 30 dias A los 60 dias
Aenb, |
ab; 05 489 b 1139 b
a,b, 1.0 7.36 a - 15.00 a
b 1.5 375 ¢ 936 ¢
)A enb,
ab, 0.5 859 b 1650 b
azby 1.0 1050a 20.79 a
azb, L.5 7.89 c 15.36 c
Aenb;
abs 0.5 8.46 a 17.75 a
ab; 1.0 575 b 13.18 b
azbs 1.5 3.21 c 7.14 c

" Acido naftalenacético.
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Figura 6. Efecto de la interaccion dosis del acido naftalenacético (A)

por acido indolbutirico (B) en el nimero de raices a los (a)
30 dias y (b) 60 dias.
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En el Cuadro 31 y Figura 6 se observa que:

Cuando aplicamos la primera concentracioén del acido indolbutirico (b;); se
observan diferencias estadisticas entre las concentraciones del 4cido
naftalenacético siendo el segundo nivel (a,), el que superd estadisticamente a

los otros niveles en el naumero de raices tanto a los 30 como a los 60 dias.

Al aplicar la segunda concentraciéon del acido indolbutirico (by); existen
diferencias estadisticas entre las concentraciones del acido naftalenacético,
siendo el nivel a,, el que mejor efecto causd en el namero de raices, tanto a

los 30 como a los 60 dias, con respecto a los otros niveles.

Al aplicar la tercera concentracidén del acido indolbutirico (b;), existen
diferencias estadisticas significativas entre los niveles del 4acido
naftalenacético, siendo el nivel a,, el que supero estadisticamente a los otros,

tanto a los 30 como a los 60 dias.



Cuadro 32. Prueba de Duncan (a = 0.05) para el efecto simple de B

(concentraciones del acido indolbutirico) correspondiente al nimero

de raices evaluados a los 30 y 60 dias.

[A.LB]Y Niimero de raices
Clave
mg/l A los 30 dias A los 60 dias

B en a,

a by 0.2 489 b 11.39 c

ab; 0.3 8.59 a 1650 b

aib; 0.4 8.46 a 17.75 a
B en a,

ab; 0.2 7.36 b 1500 b

a;b, 0.3 10.50 a 20.79 a

abs 0.4 5.75 c 13.18 c
B en a;

asb 0.2 375 b 936 b

asb, 0.3 7.89 a 15.36 a

asb, 0.4 714 ¢

3.21 c

1%

Acido indolbutirico.
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En el Cuadro 32 y Figura 6 se observa que:

En la comparacion entre los niveles del acido indolbutirico: b, vs bs,
aplicando la misma concentracién del acido naftalenacético (a;), no se
encontrd diferencias estadisticas significativas para el caréctér numero de
raices a los 30 dias; sin embargo al comparar los niveles b, vs by y by vs by,
se encontraron-diferencias estadisticas signiﬁcaﬁvés, siendo el nivel bs, el -
que mejor efecto causb en el nﬁméro de raices tanto a los 30 dias como a los

60 dias.

Al aplicar la segunda concentracion del acido naftalenacético (ay); existen
diferencias estadisticas altamente significativase entre las concentraciones
del 4cido indolbutirico siendo el nivel b, el que mejor efecto causéd en el

namero de raices con respecto a los otros niveles.

Existen diferencias altamente significativas cuando aplicamos la tercera
concentracion del acido naftalenacético (a3) en cada uno de los niveles del
acido mdolbutirico siendo el segundo nivel by, el que causé un mejor efecto

en el numero de raices tanto a los 30 como a los 60 dias.



Cuadro 33. Prueba de Duncan (o = 0.05) para el efecto principal de A
(concentraciones del acido naftalenacético) correspondiente al

numero de raices evaluados a los 30 y 60 dias.

(AN A]“ Numero de raices
Clave m '/l
g A los 30 dias A los 60 dias -
a; _ 0.5 732 b 1521 b
a 1.0 787 a 1632 a .
a 15 495 ¢ 1062 ¢

1/ R .o
Acido naftalenacético.

En el Cuadro 33 se observa que:

- Existen diferencias estadisticas significativas entre las concentraciones del
acido naftalenacético: a;, a, y as, siendo la segunda concentraciéon (1.0 mg/l),

la que mejor efecto causé en el numero de raices a los 30 y 60 dias.

- La concentracion as, causd un menor efecto en el numero de raices tanto a

los 30 como a los 60 dias.



Cuadro 34. Prueba de Duncan (o = 0.05) para el efecto principal de B
(concentraciones del acido indolbutirico) correspondiente al numero

de raices evaluados alos 30 y 60 dias.

Clave [A.LB]" Nuamero de raices
mg/l A los 30 dias A los 60 dias
b, 0.2 5.33 c 11.92 c
b, 0.3 9.00 a 1755 a
by 0.4 | 581 b 1269 b

¥ Acido indolbutirico.

En el Cuadro 34 se observa que:

- Existen diferencias estadisticas entre las concentraciones del acido
mdolbutirico: by, by y bs. siendo la segunda concentracién (0.3 mg/l), la que

mejor efecto causé en el namero de raices a los 30 y 60 dias.

- La concentracion by, estadisticamente mostré un menor promedio tanto a los

- 30 dias como a los 60 dias.
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4.7 DIAS A LA FORMACION DE BROTES

Cuadro 35. Analisis de variancia para los dias a la formacion de brotes.

Fuentes de variacion GL Cuadrados medios
Tratamientos 9 140.29665 AS
Factorial 8 157.36161 AS
A [ANA]Y 2 542.58036 AS
B [AIB) . 2 83.86012 AS
AxB 4 1.50298 NS
Fact. Vs Test. ] 377697 NS
Error experimental 60 1.80134
Total 69
CV= 5.50%

Acido naftalenacético.

Y Acido indolbutirico.

-AS  Significacion estadistica al 1% de probabilidad.
N.S No existe significacidn estadistica

Del Cuadro 35 se deduce que:

- Existen diferencias estadisticas altamente significativas para el efecto de las
concentraciones del acido naftalenacético (A), y del acido indolbutirico (B);
mientras que la mteraccion entre dichas hormonas (A x B), y el contraste

factorial vs testigo resultd no tener significacion estadistica.

- Se encontrd un coeficiente de variabilidad de 5.50%, denotando excelente

homogeneidad de los resultados experimentales.
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Figura 7. Dias de formacion de brotes por efecto de la interaccion del
acido naftalenacético (A) por acido indolbutirico (B).



Cuadro 36. Prueba de Duncan (a = 0.05) para el efecto principal de A
(concentraciones del acido naftalenacético) correspondiente a los

dias a la formacion de brotes.

[A.N.A]Y ] g
Clave Dias a la formacién de brotes
mg/l
a 0.5 ' 26.20 a
a | 0o 2731  a
a 15 1845 b

¥ Acido naftalenacético.

En el Cuadro 36 se observa que:

- No existen diferencias estadisticas entre las concentraciones del acido
naftalenacético: a; y a,, siendo la concentracién a,, la que obtuvo

numeéricamente un mayor promedio en dias para formar brotes.

- La concentracién a;, mostrd un menor promedio en dias a la formacién de

brotes.



Cuadro 37. Prueba de Duncan (¢ = 0.05) para el efecto principal de B
(concentraciones del acido indolbutirico) correspondiente a los dias

a la formacion de brotes.

[A.LB]Y y
Clave Dias a la formacion de brotes
' mg/l
by 0.2 ' 26.61 a
b, 03 23.45 b
b; ' 0.4 22.90 b

Y Acido indolbutirico.
En el Cuadro 37 se observa que:

- Existen diferencias estadisticas significativas entre las concentraciones del
acido indolbutirico: b;, vs by y by vs b; siendo la concentracién b, 1a que

obtuvo un mayor promedio en dias a la formacion de brotes.

- La concentracion b;, mostré un menor promedio en dias para formar brotes. .
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4.8 NUMERO DE BROTES

Cuadro 38. Andlisis de variancia para el numero de brotes evaluados a los 30 y

60 dias de siembra en el medio de cultivo. Datos transf. a vx . -

Cuadrados medios

Fuentes de variacién - GL
A los 30 dias A los 60 dias
Tratamientos 9 241689 AS 2.68492 AS
Factorial 8 2.66663 AS 2.74109 AS
A [ANA]Y 2 9.61529 AS 928227 AS
B [AIB) | 2 0.89754 AS 0.93707 AS
AxB 4 0.07684 NS 0.07931 NS
Factorial Vs Testigo 1 . 041898 AS 0.00016 NS
Error experimental ' 60 0.05935 0.05908
Total 69
CV=  14.80% 13.72%

1y
2/

Acido naftalenacético.

Acido indolbutirico.

AS  Significacién estadistica al 1% de probabilidad.
N.S No existe significacion estadistica.

Del Cuadro 38 se deduce que:

- Existen diferencias estadisticas altamente significativas para el efecto de las
concehtraciones del 4cido naftalenac‘;ético (A) y acido indolbutirico (B); para
la interaccion entre dichas hormbnas (A x B) no se encontré diferencias
estadisticas, tanto a los 30 como a los 60 dias; mientras qué el contraste
factorial vs testigo a los 30 dias mostré diferencias estadisticas al 1% de

probabilidad y a los 60 dias no presento significacion estadistica.
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- Se encontr6 un coeficiente de variabilidad de 14.80% a los 30 dias y 13.72%
a los 60 dias, denotando muy buena homogeneidad de los resultados

experimentales.

Cuadro 39. Prueba de Duncan (a0 = 0.05) para el efecto principal de A

(concentraciones del 4cido naftalenacético) correspondiente al

namero de brotes evaluados a los 30 y 60 dias. Datos transf. a /x .

[A.N.A]Y Numero de brotes
Clave
mg/l ~ Alos 30 dias A los 60 dias
a; 0.5 _ 1.23 b 139 b
a 1.0 123 b 130 b
az 1.5 240 a 2.62 a

" Acido naftalenacético.

En el Cuadro 39 se observa que:

- En la comparacidn de los niveles del acido naftalenacético: a; vs a; y a3 vs a,
existen diferencias estadisticas significativas siendo el nivel a3, el que obtuvo
un mayor promedio en nimero de brotes; mientras que al comparar el nivel
a; vs a, no existen diferencias estadisticas significativas siendo a, el que
numéricamente mostré un menor promedio en cuanto al nimero de brotes,

tanto a los 30 como a los 60 dias.



Cuadro 40.

Prueba de Duncan (o = 0.05) para el efecto principal de B

(concentraciones del acido indolbutirico) correspondiente al nimero

de brotes evaluados a los 30 y 60 dias. Datos transf. a +/x .

[A.LB]" Nuamero de brotes
Clave -
mg/l A los 30 dias A los 60 dias
by 0.2 1.40 c 1.51 c
b, 0.3 165 b 185 a
bs 0.4 . 18la 19 a

B V)

Acido indolbutirico.

En el Cuadro 40 se observa que:

Existen diferencias estadisticas entre las concentraciones del acido

indolbutirico, siendo la concentracion bs, la que mostré un mayor promedio

en el nimero de brotes a los 30 dias, sin embargo a los 60 dias las

concentraciones b, y bs, presentaron valores similares estadisticamente.

La concentracion b;, obtuvo un menor promedio en el nimero de brotes

tanto a los 30 como a los 60 dias.
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Figura 8. Efecto de la interaccion dosis del acido naftalenacético (A)
por acido indolbutirico (B) en el nimero de brotes a los (a)
30 diasy (b) 60 dias.
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4.9 PORCENTAJE DE ENRAIZAMIENTO

Cuadro 41. Analisis de variancia para el porcentaje de enraizamiento

Fuentes de variacion GL Cuadrados medios
Tratamientos v 9 _ 1609.44127  AS
Factorial 8 1691.46825  AS
A [ANA}Y | 2 5248.01587  AS
B [AIB} 2 72420635 NS
- AxB | 4 396.82540 NS
Factorial Vs Testigo 1 953.22540 S
Error experimental 60 237.09365
Total " 69

CVv= 17.65%

Acido naftalenacético.

Acido indolbutirico.

S Significacion estadistica al 5% de probabilidad.
AS  Significacion estadistica al 1% de probabilidad.
N.S No existe significacion estadistica.

2/

Del Cuadro 41 se deduce que:

- Existen diferencias estadisticas al 1% de probabilidad para el efecto de las
coﬁcentraciones del acido naftalenacético (A); mientras que para el efectQ de
Iasvc.oncentraciones del acido indolbutirico (B); y la interaccién entre dichas
hormonas (A x B) no existe significacion estadistica; el contraste factorial vs

testigo mostrd significacion estadistica al 5%.
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Figura 9. Efecto de la interaccién dosis del acido naftalenacético (A)
por acido indolbutirico (B) en el porcentaje de enraizamiento.
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Se encontrd un coeficiente de variabilidad de 17.65%, denotando buena

homogeneidad de los resultados experimentales.

Cuadro 42. Prueba de Duncan (o = 0.05) para el efecto principal de A
(concentraciones del acido naftalenacético)  correspondiente al

porcentaje de enraizamiento.

[A.N.A]Y o
Clave Porcentaje de enraizamiento
mg/l
a : 0.5 ' 9762 - a
a - 1.0 97.62 a
a3 . 15 ' 70.24 b

1/ L Lol
Acido naftalenacético.

En el Cuadro 42 se observa que:

- No se encontraron diferencias estadisticas entre las concentraciones del acido
naftalenacético: a; y a, ambos mostraron el mayor promedio en cuanto a
porcentaje de enraizamiento, mientras que as, obtuvo un menor promedio,en

cuanto a este caracter en estudio.



4.10 FORMACION DE CALLO Y PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA

Cuadro 43. Resultados de la formacién de callo y porcentaje de sobrevivencia.

Tratamiento = Clave ~ Descripcion F.C - % F.C N.F.C % N.F.C % Sobrevivencia
ANA+AIB (mg/l) ‘
T, arb, 0.5+0.2 2 7.14 26 92.86 100
T, arb, 0.5+ 03 2 7.14 26 92.86 100
T, arbs 0.5+04 3 10.21 25 89.29 100
T, asb; 1.0 +0.2 2 7.14 26 92.86 100
T, ab 1.0+0.3 4 14.29 24 85.71 100
Te arby 1.0 +0.4 6 21.43 22 78.57 100
T, asb, 15402 21 75.00 7 25.00 100
Ty by 15403 19 6786 - 9  32.14 100
T, a;bs 15+04 28 100 0o 0 100
Tio a0bo 0+0 3 10.21 - 25 89.29 100

F.C Formo callo
N.F.C No formoé callo’



V. DISCUSION

5.1 DE LA ALTURA DE PLANTULA

Hay diferencias estadisticas altamente significativas para el efecto
tratamiento, factor concentraciones del 4cido naftalenacético (A), concentraciones
del 4cido indolbutirico (B) y para la interacciéon entre dichaé hormonas A x B,
tanto a los 30 como a los 60 dias; para el contraste factorial versus testigo se
encontrd diferencias estadisticas al 1 y 5 % de probabilidad a los 30 y 60 dias
respectivamente, a través de la prueba de F nos indica qué la mezcla hormonal
(ANA x AIB), en sus diferentes concentraciones tienen comportamientos

fisiologicos diversos frente a €sta caracteristica .

Las diferencias altamente signiﬁcativas entre los niveles del factor A en cada
cada uno de los niveles del acido indolbutirico: by, b, y bs; asi como las
diferencias altamente significativas en cada uno de los mniveles del acido
naftalenacético: a,, a, y a3, nos permiten sefialar que el tipo y la velocidad de

crecimiento dependen no solo de la presencia de dichas hormonas, sino del

balance entre ellas (3).

De acuerdo a la prueba de Duncan para el efecto simple de A (Cuadro 5). se
observa que las mejores alturas de plantulas se obtienen con las dosis de 1.0 mg/l
de acido naftalenacético, ya sea cuando se combina con 0.2, 0.3 y 0.4 mg/l de

acido indolbutirico tanto a los 30 como a los 60 dias; dosis menores de acido
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naftalenacético (0.5 mg/l) no lograron desarrollar una altura adecuada debido

probablemente a que esta dosis es muy baja para lograr una elongacién celular.

Se ha comprobado que las auxinas actian de modo diverso en el crecimiento
por alargamiento. celular, como es incrementando el contenido osmético de la
célula yla penneabilidaa del agua , reduciendo la presion de pared o aumentando
la sintesis de ARN, proteinas especificas (enzimas), y aun de la misma pared, lo
que provoca un aumento en la plasticidad de la pared celular, que trae como

consecuencia su extension y con ello un crecimiento por alargamiento (12).

Por otro lado dosis mayores (1.5 mg/l), provocaron una menor altura de
plantula, al mismo tiempo se observaron otras caracteristicas como excesivas
formaciones de brotes y callos ademas de una emisién radicular tardia y poco
desanbllada que influenciaron en el crecimiento de las plantulas. Al realizar la
prueba de Duncén de los efectos principales del factor A (Cuadro 7)
comprobamos que efectivamente la concentracién que mejor efecto causéd en la
altura de planta fue a,, con 1.0 mg/l, dosis menores y mayores a ésta inactivan su
crecimiento; en algunos casos se ha observado que concentraciones relativamente
elevadas de auxinas podrian estar relacionadas con deficiencias en la absorcion,

transporte 0 modo de acumulacién de 1a auxina (21).

De la prueba de Duncan de los efectos simples del factor B (Cuadro 6)

podemos decir que al aplicar la dosis de 0.5 mg/l de acido naftalenacético se
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observa que se consiguen mejores alturas de plantula con 0.4 mg/l de acido
indolbutirico, sin embargo al ir subiendo las concentraciones del acido
naftalenacético (1.0 y 1.5 mg/l), observamos que existen diferencias estadisticas
entre los tratamientos , resuitahdo mejor aquellas plantulas que fueron tratadas con
0.3 mg/l de lécido indolbutirico (Figuf; 1). Para corroborar esto se realizd la
prueba de los efectos principales del factor B (Cuadro 8), donde se tiene que el
segundo nivel del acido indolbutirico causé un mejor efecto en la altura de

plantula tanto a los 30 como a los 60 dias.

El 4cido indolbutirico es un regulador que no produce efectos téxicos en las
plantas, debido a que tiene un desplazamiento mas lento, es por eso que es usado

con mayor frecuencia. -

52 DEL DIAMETRO DE PLANTULA

La pfuéba de Duncan de los efectos principales del factor A (Cuadro 10) nos
muestra que la mejor dosis para el diamentro de plantula fue 0.5 mg/1 a los 30
dias, sin embargo a los 60 dias la dosis de 0.5 y 1.0 mg/l mostraban valores
estadisticamente similares, esto se debe probablemente a que las plantulas que
fueron tratradas con 0.5 mg/l se queda:ron pequefias originando tallos mas gruesos
debido a la poca elongacién celular que tuvieron. Las actividades de las auxinas
mncluyen tanto estimulacién como inhibicion del crecimiento, y la misma célula o

estructura puede exhibir respuestas opuestas dependiendo de la concentracion (3).
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5.3 DEL NUMERO DE HOJAS

Para la comparacion de medias de los efectos simples (Cuadro 12) del factor
A existen diferencias altamente significativas en cada uno de los niveles del 4cido
indolbutirico;mientras que en los efectos simplés del factor B solo resultaron ser
altamente significativos los dos primeros niveles del éacido naftalenacético,
mientras que el tercer nivel resultdé no téner significancia estadistica; para explicar
mejor éstas diferencias realizamos la prueba de Duncan, para ¢l efecto simple del
factor A (Cuadro 13) donde observamos que el mayor niimero de hojas se obtiene
con la dosis de 0.5, mg/l de acido naftalenacético; ya sea cuando se combina con
0.2, 0.3y 0.4 mg/1 de 4cido indolbutirico (Figura 3), pero a su vez se notd que a
ésta dosis las hojas no lograron un crecimiento longitudinal permaneciendo muy
pequefias; mientras que las plantulas que fueron tratadas con 1.0 mg/l de acido
naftalenacético si mostraron hojas bien desarrolladas aunque con un menor
numero; la hoja es afectada por varios factores que incluyen intensidad y caﬁdad
de la luz, concentraciones de oxigeno y de diéxido de carbono que controlan la

longitud de las hojas (3).

Al realizar la prueba de Duncan para el factor B (Cuadro 14) no se
encontraron diferencias estadisticas entre las dosis con 0.2 y 0.4 mg/l de acido
indolbutirico, al aplicar la primera y segunda concentracion del &cido
naftalenacético; pero difieren estadisticamente de la dosis con 0.3 mg/l de 4cido

mndolbutirico, la cual resulté la mas adecuada en lo que respecta a este caracter.
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El efecto de la auxina se inhibe en presencia de CO,, y de otros inhibidores

de la respiracion (26); asimismo se indica que las auxinas poseen un efecto
estimulador sobre la respiracion, hecho correlacionado con ve_l aumento de
crecimiento; probablemente elevadas concentraciones de CO,, redujo el
crecimiento del material vegetal € hizo que algunas pléntulas no desarrollaran sus

organos adecuadamente (12).

Para la prueba de Duncan de los efectos principales del factor A (Cuadro
15), y B (Cuadro 16), observamos que efectivamente se logra un mayor numero de
hojas a la concentracion de 0.5 mg/l de ééido naftalenacético, y 0.3 mg/l de acido
indolbutirico. Las auxinas pérticipan .a‘mpliamente en la organizacion de Tos
procesos vegetales, incluyendo la regulacion de las proporciones del crecimiento
diferenciz'll' y la regulaciéon de fendémenos de diferenciacion los puales son
estimulados' o inhibidos segl’m la concentracion aﬁxinica presente en la célula o

estructura vegetal (12).

5.4 DIAS A LA FORMACION DE RAICES

En la comparacién de medias de lovs efectos simples (Cuadro 18),
‘observamos que existen diferencias altamenfe sighiﬁcativas en cada uno de ios
niveles del factor A y del factor B, 1o cual nos lleva a realizar la prueba de}Duncan
de los efectos simples (Cuadro 19), y principales (Cuadro 21) del Factor A, donde

tenemos que la dosis de 1.0 mg/l de acido naftalenacético formé raices en menor.
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tiempo; mientras que la dosis de 1.5 mg/l demoré mucho mas tiempo en formar
raices, esto se debe posiblemente a la presencia de callos que mostra.ban‘ las
plantulas que fueron tratadas con esta dosis. Los fendmenos de callogénesis

compiten con las raices (12).

Al realizar la prueba de Duncan de los efectos simples (Cuadro 20), y
principales (Cuadro 22) del factor B observamos que la dosis de 0.3 mg/1 de acido
indolbutirico logré formar raices en menor tiempo; esto nos permite sefialar que el
crecimiento de la raiz esta bajo el control de la concentracion de la auxina, el tipo

y la velocidad del crecimiento depende del balance entre ellas (3).

5.5 DE LA LONGITUD DE RAICES

Al realizar el analisis de variancia (Cuadro 23) para la caracten’stjca longitud
de raices observamos que existen diferencias altamente significativas para el
factor concentraciones del acido naftalenacético (A), concentraciones del acido
indolbutirico (B) y para la interaccion entre dichas hormonas A x B; mientras que
el contraste factorial versus testigo resultd ser significativo, esto se debe
probablemente a la presencia de auxinas enddgenas, las cuales se producen de
forma natural en todas las plantas. Muchas raices pueden crecer durante dias o
semanas in virro sin necesidad de agregar auxina, lo cual indica que cualquier
necesidad que puedan tener es satisfecha por su capacidad de sintetizarla (28), o
debido probablemente a la luz blanca que en ausencia de auxinas promueven el

enraizamiento (32).
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En la comparacion de medias de los efectos simples (Cuadro 24), se
observan diferencias altamente significativas tanto para el efecto simple de A,
como para el efecto simple del factor B, conllevando a efectuarse la prueba de
Duﬁcan para el efecto simple y principal de A (Cuadro 25 y 27 respectivamente),
donde observamos que existen diferencias altamenté significativas entre las dosis
de 0.5, 1.0 y 1.5 mg/1 de acido naftalenacético, ya sea cuando se combina con las
dosis de 0.2, 0.3 y 0.4 mg/l del acido indolbutirico (Figura 5); donde se obtienen .
méjores longitudes de raiz al aplicar la segunda dosis (1.0 mg/1), estas diferencias
se deben probablemente a la conduccion dentro de la plantula de este regulador, el
cual es de un empleo mas delicado. Por lo tanto, debe evitarse usar el acido
naftalenacético en concentraciones altas por el peligro de provocar dafios en las
plantas, porque es muy toxica (32). Por otro lado dosis menores y mayores a ésta,
no mostraron un enraizamiento adecuado, por el contrario deprimen el proceso de
| desarrollo de la plantula dando lugar a otras caracteristicas que impidieron el
normal desarrollo de las raices como la formacién de ;:allos, y excesiva aparicion
de brotes. Ademas, se hace referencia que no se produce enraizamiento
supuestamente debido a la mayor actividad desplegada para la formacién de brotes

vegetativos (15).

Para la prueba de Duncan de los efectos simples y principales del factor B
(Cuadro 26 y 28 respectivamente), al aplicar la menor dosis del 4acido
naftalenacético (0.5 mg/l ), con 0.2, 0.3 y 0.4 mg/l de acido indolbutirico, se

obtiene una mayor elongacion de raices a la dosis de 0.4 mg/l.
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Las auxinas afectan el proceso usual de formacion de raices que ayuda a
balancear el crecimiento de la raiz y el sistema aéreo (28); a esta dosis también se
consiguid una elongacién del tallo; a medida que subimos la dosis del acido
naftalenacético (1.0 y 1.5 mg/l), se obtienen mejores resultados cuando }aplicamos
la dosis de 0.3 mg/l de acido indolbutirico (Figura 5); ésta es la concentracion
requerida para la estimulacion de raices. El aumento del tamafio de las células se
prbduce en dos etapas, primeramente ocurre un aflojamiento de las paredes
celulares (proceso que requiere de la presencia de auxinas y oxigeno ) seguido de
una ‘absorcic’m de agué y de una expansion de las paredes. Las auxinas pueden
funcionar mediante la activaciéon de un tipo mensajero de RNA, que provoca la
sintesis de enzimas especificas; dichas enzimas generan la inserci(')n‘de nuevos

" materiales en las paredes celulares, lo cual da por resultado su expansion (32).

Estas hormonas no tienen la misma accion sobre la rizogénesis y las causas
son las propiedades secundarias de sus moléculas: facilidad de penetraciéon y
’ rapidez de conduccién dentro de la planta (3), ademas todas las formas de
crecimiento de la raiz : inicial en longitud o en la formacién de raices cortas

gruesas, se desarrollan por un tratamiento hormonal apropiado (28).

5.6 DEL NUMERO DE RAICES
Al realizar la comparacion de las medias de los efectos simples (Cuadro 30),
se observan diferencias altamente significativas para los efectos simples tanto del

factor A como del factor B, lo cual nos lleva a realizar la prueba de Duncan para
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el efecto simple y principal de A (Cuadro 31 y 33 respectivamente), donde
observamos que al aplicar' la concentraciéon de 0.2 y 0.3 mg/l de éacido
indolbutirico se obtiene un mayor niimero de raices a la concentracion de 1.0 mg/l
de 4cido naftalenacético; sin embargo al aplicar la dosis de 0.4 mg/l del acido
indolbutirico observamos que se obtienen mayores nimeros de raices a la dosis de
0.5 mg/l de 4cido naftalenacético. Un desarrollo pobre del sistema radical hace
que vel crecimiento in vivo vse haga muy dificil, especialmente cuando hay una

elevada transpiracion (23).

Para el efecto simple y principal de B (Cuadro 32 y 34 respectivamente)
observamos que al aplicar 0.5 mg/l de acido naftalenacético no hay diferencias
estadisticas significativas entre las dosis de 0.3 y 0.4 mg/l de 4cido indolbutirico a
los 30 dias, pero a los 60 dias la dosis de 0.4 mg/l obtuvo un mayor promedio,
debido probalementé a que las moléculas de este regulador se mueven lentamentre
dentro de los tejidos de la plantula y dosis menores son insuficientes para reacﬁvar
los prixhordios radicales; sinl embargo al aumentar la dosis del 4cido
naftalenacético observamos que la dosis de 0.3 mg/l del acido indolbutirico
mfluye mas en lo que respecta a esfe caracter, probablemente dosis menores a ésta

es insuficiente para reactivar los primordios radicales.

5.7 DE LOS DIAS A LA FORMACION DE BROTES

En la prueba de Duncan de los efectos principales (Cuadro 36), del factor A

observamos que los tratamientos con la dosis de 0.5 y 1.0 mg/l de éacido
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naftalenacético obtuvieron los mas altos promedios en dias para la formacién de
brotes; mientras que el tratamiento con la dosis de 1.5 mg/l formo brotes en un
menor tiempo. Estos resultados posiblemente se debe a que el 4dcido
naftalenacético en altas concentraciones ocasiona la divisién celular, producido

por la rapida division de células del parénquima (23).

Al realizar la prueba de Duncan de los efectos principales (Cuadro 37) del
factor B observamos que existen diferencias significativas, siendo el tratamiento
con 0.4 mg/l del acido indolbutirico el que formo brotes en mehor tiempo. El
acido indolbutirico paralelo a la formacion de raices presenta uné reactivacion de

las yemas (12).

5.8 DEL NUMERO DE BROTES

En la prueba de Duncan de los efectos principales (Cuadro 39) del factor A
observamos que se obtiene un mayor niimero de brotes a la dosis de 1.5 mg/l, esto
se debe a que concentraciones relativamentes altas de este acido ocasiona una
rapida divisién celular inclusive la formacion de callo; existen auxinas que son
usadas en altas concentraciones para la formacién de este tipo de tejido, debido a
que suprimen la morfogénesis y dan por resultado la répida proliferacion de
células tipo callo (23); mientras que el efecto principal del factor B (Cuadro 43)
nos muestra que la dosis que ocasiond un mayor numero de brotes fue 0.4 mg/1 de
acido indolbutirico, como ya se menciond este regulador paralelamente a la

formacién de raices presenta una reactivacion de las yemas (12).
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La aparicion de los brotes vegetativos se puede atribuir al contenido de
carbohidratos y demas nutrientes presentes, los que se traslocarian a los puntos de
crecimiento, en este caso las yemas, logrando su desarrollo; hay que tener en
cuenta que si el objfativo final es la multiplicacion de plantas es factible una
division celular pero lo que se busca en un medio de enraizamientoes la formacion
de raices y que-las pléntuias alcancen el crecirhiento adecuado de la parte aérea,

para una mejor adaptacién al medio ambiente (10).

59 DEL PORCENTAJE DE ENRAIZAMIENTO

En la prueba de Duncz;n de los efectos principales (Cuadro 42) del factor A,
observamos ciue las dosis de 0.5y 1.0 Ihg/l del 4cido naftalenacético no presentaﬁ
diferencias estadisticas significativas ambos mostraron los mayores promedios en
cuanto porcentaje de enraiz.amiento, mientras que la dosis de 1.5 mg/l mostrod un‘
menor porcentaje de enraizamiento, ROJAS (26), menciona que esfos reguladores
producen una aceleracion en la respiracion que repercute en un intenso

metabolismo, concentraciones que pasan del 6ptimo deprimen estos procesos. -

510 DE LA FORMACION DE CALLOS Y PORCENTAJE DE |
SOBREVIVENCIA
Los resultados de la formacion de callo (Cuadro 43) muestran que los
tratamientos T, Tg y Ty, obtuvieron mayores nimeros de plantulas con callo; este
incremento fue debido a la dosis mas alta del 4cido naftalenacético (1.5 mg/l) y al

aplicar la mayor dosis del acido indolbutirico (0.4) estos mostraban un mayor



-119-
tamafio; generalmente una simple adicidn de auxina constituye un estimulo

hormonal suficiente para la induccién de callo (23).

Se realizd un trabajo en el cual se encontr6 que al aumentar las.
concentraciones del acido naftalenacético, las raices se hacian mas cortas y

gruesas y la proliferacion de callo fue mayor (18).

La produccion de callo esta intimamente relacionada con la concentracién y
tipo de auxina empleada (7), lo que se puede apreciar al aplicar las mayores dosis
de ambos reguladores donde observamos que los callos se mostraban como masas
celulares compactas y duras con una coloracién amarillo palido. El crecimiento de
un callo dentro de una misma especie vegetal depende de diversos factores, los
desarrollos expontaneos de callos en los explantes cultivados in vitro en medios |
no inductores de callos se deben tal vez a factores enddgenos o a un equilibrio
gaseoso indecuado en los explantes (12); probablemente fue lo sucedid con los
demés tratamientos que mostraban un tejido calloso blando casi acuoso y de un

color verde claro.

Asi mismo los resultados del porcentaje de sobrevivencia revelan que no se

obtuvo plantulas muertas por efecto de los tratamientos.



VI. CONCLUSIONES

Con la combinacién de las dosis de 1.0 mg/l del acido naftalenacético -
(ANA), mas 0.3 mg/l de acido indolbutirico se obtienen los mejores
resultados en las caracteristicas altura de plantula, longitud y ntimero de
raices, numero de hojas, menos dias para la formacion de raices y un buen
porcenfaje de enraizamiento, pues dosis menores y mayores enraizan con .

mucha dificultad.

- Las concentraciones del acido indolbutirico (AIB), cuando interactiian a una
dosis de 1.5 mg/l de acido naftalenacético (ANA) muestran plantulas enanas,
con escasas raices, demasiados brotes y presencia de callos que impiden el

normal desarrollo de la plantula.

El 4cido naftalenacético (ANA) es un regulador de crecimiento, que en su
concentracién'valta (1.5 mg/lj causa diversos efectos fisiologicos en la
plantula (como escasa raices y formaciones excesivas de brotes y callo) que
impiden el normal desarrollo de la plantula debido a que es un regulédor mas
fuerte y al interactuar con el acido indolbutirico (AIB) estos efectos se ven

estimulados sobre todo si aplicamos la dosis de 0.4 mg/l.



VII. RECOMENDACIONES

Realizar estudios sobre el enraizamiento in vitro en un medio liquido.

Realizar estudios sobre la influencia de la calidad de la luz en el

enraizamiento in vitro de pifia.



VIII. RESUMEN

Con la finalidad de‘ determinar la influencia de dos reguladores de
‘crecimento en el proceso de rizogénesis in vitro de la pifia y que dosis hormohales
son las mas Optimas en ésta fase; se realizo el presente experimento, el cual fue
desarrollado en el Léboratorio de Micropropagacion iﬁ Vitrd de la Facultad de
Agronomia de La Universidad Nacional Agraria de la Selva. El disefio
experimental adoptado fue el completemente al azar con arreglo factorial 3A x 3B
+ 1 testigo adicional y 7 repeticiones. La duracion de experimento fue de Junio a
Octubre de 1999 con las siguientes evaluaciones: altura y diametro de plantulas;
numero de hojas, lofxgitud y nﬁmero. de raices, numero de brotes, dias a la
formacion de brotes y raices, % de enraizamiento, formacidon de callo y porcentaje
de sobrevivencia. Se utiliz6 el medio de Murashige y Skoog con las siguientes
dosis.: 0.5, 1.0 y 1.5 mg/l de acido naftalenacético; 0.2, 0.3 y 0.4 mg/l de 4cido

indolbutirico.

La seleccion de plantulas, preparacion del medio, esterilizacidén del material

y demas operaciones se realizaron de acuerdo al plan establecido.

Los resultados obtenidos nos muestran que el dcido naftalenacético (ANA) y
el 4cido indolbutirico (AIB) son reguladores de crecimiento que estimulan la
formacién de raices, que a su vez estimulan el crecimiento de las plantulas; y que

en sus concentraciones mas altas (1.5 y 0.4 mg/l respectivamente) producen
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efectos fisioldgicos diversos como la formacion de callo, que impide el normal

crecimiento de la plantula.

Se obtuvieron mejores resultados con 1.0 mg/1 de 4cido naftalenacetico; con
0.5 mg/l sé obtienen plantulas muy pequefias, con poca longitud y numero de
raices; con 1.5 mg/l 1a§ plantulas muestran un excesivo desarrollo de brotes.'y
presencia de callos que impiden el desarrollo radicular; Asimismo con 0.3 mg/l de -
acido indolbutirico, se obtienén los mayores promedios con respecto a las dosis de
0.2 y 0.4 mg/l, siendo el primero el que presenta el mas bajo promedio en lo que
respecta a altura de plantula, ntimero de hoja;c,, longitud de raices, namero de
raices, y numero de brotes. Finalmente dir_emos la combinacién de 1.0 mg/l de_
acido naftalenacético + 0.3 mg/l de acido indolbutirico causaron un mejor efecto

en el estudio de las caracteristicas ya mencionadas.

El testigo, mostrd raices, muy delgadas y fragiles, ademas las hojas fueron

adquiriendo un color verde amarillento.

Las plantulas que fueron tratadas con 0.5 y 1.0 mg/1 de acido naftalenacético
lograron el mayor porcentaje de enraizamiento (97.62%), en comparacion con
aquellas plantulas que fueron tratadas con 1.5 mg/l que alcanzé el 70.24%, ya sea

cuando se combina coh 0.2, 0.3 y 0.4 mg/1 de acido indolbutirico.
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Cuadro 44. Composicion del medio basico de Murashige y Skoog (1962).

Componente ,Contenido MS en el medio (mg/l)
Macronutrientes
NALNO; 1650.00
KNO;
‘ 1900.00
KH,PO4 . 170.00
MgS04.7H,O " :

~ 370.00

Micronutrientes -

"HsBOy 00083
MnSO,.4H,0 B 6.20
ZnS047H,0 . S 12230 -
Na,M0o04.2H,0 ' ' 8.60
CuSO..5H,O o ' 025
CoCl.6H,O ~ - . 0.025
Na,EDTA - : 27.80
S . 3730 -
Vitaminas
Glicina - =~~~ " 2.00
Tiamina-HCl - - L 010
Piridoxina- =~ -~ - - . 050
~ Acido nicotinico - - 050
Mioinositol - - . . - 100.00
‘Aziocar . " R 30000.00
Agar * S S . 8000.00
pH- o . o 57-58"

Fuente: Roca y Mroginski (1991).



Figura 10. Instalacion del experimento en la cdmara de cultivo.
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Figura 11. Plantula de pifia a los 60 dias dosificado con 0.5 mg/l de Acido Naﬁalenacetlco +0.2 (a); 0.3 (b) y 0.4 (c)
mg/l de Acido Indolbutirico.
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Figura 12. Pléntula de pifia a los 60 dias dosificado con 1.0 mg/l de Acido Naftalenacético + 0.2 (a); 0.3 (b) y 0.4 (¢)
mg/l de Acido Indolbutirico.
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Figura 13. Plantula de pifia a los 60 dias dosificado con 1.5 mg/1 de Acido Naftalenacético + 0.2 (a); 0.3 (b) y 0.4 (c)
mg/1 de Acido Indolbutirico. '
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Figura 14. Pléantula de pifia a los 60 dias dosificado con 0.2 mg/] de Acido Indolbutirico + 0.5 (a); 1.0 (b) y 1.5 (c)
mg/1 de Acido Naftalenacético.
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Figura 15. Pléantula de pifia a los 60 dias dosificado con 0.3 mg/l de Acido Indolbutirico + 0.5 (a); 1.0 (b) y 1.5 (c)
mg/1 de Acido Naftalenacético:
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Figura 16. Plantula de pifia a los 60 dias dosificado con 0.4 mg/l de Acido Indolbutirico + 0.5 (a); 1.0 (b) y 1.5 (c)
mg/l de Acido Naftalenacético,
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Figura 17. Efecto de las dosis del Acido Naftalenacético y Acido Indolbutirico en plantulas in vitro de pifia.
Fotografia tomada a los 60 dias después de la siembra en el medio de enraizamiento.



