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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo realizar la micro propagacion in
vitro del kiwi (Actinidia chinensis), y arrojo los siguientes resultados: En la fase
de introduccién del material experimental (semilla botanica) al sistema in vitro se
ha obtenido el 89% de germinacion en medio Murashige & Skoog (1962),
complementado con 2 ppm BAP y 0.5 ppm ANA. En la fase de establecimiento
in vitro, las plantulas con la mayor longitud promedio de eje caulinar (6.28 cm)
fueron obtenidas con 0.8 ppm KIN; asi mismo, el mayor nimero promedio de
brotes por plantula (1.41) fue obtenido con 0.4 ppm KIN, mientras que los
mayores numeros promedio de hojas (2.78) y yemas (2.93) se obtuvieron con
las combinaciones de 0.4 ppm KIN y 8 ppm BAP. La combinacion de KIN y BAP
gue mejor estimulo la rizogénesis in vitro del kiwi (2.78 raices adventicias de
primer orden por planta) estuvo formada por 0.4 ppm KIN y 4 ppm BAP. El
aumento de las dosis de AGs, de 0 a 0.2 y 0.4 ppm, incremento el niumero
promedio de raices adventicias de primer orden de 5.18 a 5.61 y 6.41 raices por
planta, respectivamente. Contrariamente, en ausencia de AGs, la longitud
promedio de raices adventicias de primer orden por planta, se optimizo y alcanzo

un valor de 7.7 cm con 0.1 ppm de ANA.

Palabras claves: Micro propagacion, Actinidia chinensis L., KIN, BAP, AGs,

ANA, raices adventicias.
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ABSTRACT

The objective of this research was to perform the in vitro micro propagation of
kiwi (Actinidia chinensis), and yielded the following results: In the phase of
introduction of the experimental material (botanical seed) to the in vitro system,
89% of germination in Murashige & Skoog medium (1962), supplemented with 2
ppm BAP and 0.5 ppm ANA was obtained. In the in vitro establishment phase,
seedlings with the highest average length of caulin axis (6.28 cm) were obtained
with 0.8 ppm KIN. Likewise, the highest average number of shoots per seedling
(1.41) was obtained with 0.4 ppm KIN, while the highest average numbers of
leaves (2.78) and buds (2.93) were obtained with the combinations of 0.4 ppm
KIN and 8 ppm BAP. The combination of KIN and BAP that best stimulated the
in vitro rhizogenesis of kiwi (2.78 first-order adventitious roots per plant) consisted
of 0.4 ppm KIN and 4 ppm BAP. The increase in AGs doses, from 0 to 0.2 and
0.4 ppm, increased the average number of first-order adventitious roots from 5.18
to 5.61 and 6.41 roots per plant, respectively. On the contrary, in the absence of
AGs, the average length of first-order adventitious roots per plant was optimized

and reached a value of 7.7 cm with 0.1 ppm of ANA.

Key words: Micro propagation, Actinidia chinensis L., KIN, BAP, AG3, ANA,

adventitious roots.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El kiwi es una planta trepadora originaria de las montafas de China, fue llevada
a Inglaterra donde crece libremente, en Francia fue introducido en 1903 como
curiosidad cientifica, en 1906 en nueva Zelandia se inicié el proceso de seleccion
y la comercializacién en las décadas de los 40 (Madiec y Sapin 1981, citado por
Garcia, G. 2006).

Nuestro pais (Pera), a pesar de no aparecer en la estadistica de produccion
mundial, tiene las condiciones edafo — climaticas que satisfacen las exigencias
agronomicas del kiwi. Por lo tanto, es responsabilidad de las entidades publicas
y privadas dedicadas a la investigacion, cumplir con su funcion para cerrar la
brecha productiva que los paises antes citados han establecido para satisfacer
la demanda mundial de esta fruta. Sin embargo, una de las principales limitantes
es la disponibilidad de plantones de calidad, a precios razonables. Frente a ello,
debe considerarse la posibilidad de uso de la micro propagaciéon in vitro para
acelerar la disponibilidad de plantas con caracteristicas genéticas estables y de
garantizada calidad sanitaria. A diferencia de las técnicas tradicionales de
cultivo, esta poderosa tecnologia, permite la propagacion de grandes volumenes

de plantas en menor tiempo y espacios reducidos.

Considerando que Peru es un pais importador de frutos de kiwi (55 000 Tm/afio)
y que la Universidad Nacional de Cajamarca dispone del recurso humano y de
una adecuada infraestructura para la investigacion en aspectos relacionados con
la biotecnologia, se propuso el desarrollo de la presente investigacion con el

objetivo de realizar la micro propagacion in vitro del kiwi (Actinidia chinensis).



CAPITULO I

REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen, distribucidén geogréaficay requerimientos edafo — climéticos del

Kiwi.

El centro de origen y evolucién del género Actinidia se sitia en las montafias y
colinas del suroeste de China, crece silvestre produciendo frutos pequefios. Del
genero abarca desde los tropicos (latitud 0°) hasta las regiones templado — frias
(50° N). Todas son originarias de China, a excepcion de 4 especies nativas de
paises Viethnam, Nepal y Japdn. Riqueza genética del género, son herramientas
potenciales para mejorar el cultivo y la industria mundial del kiwi. El testimonio
mas antiguo del kiwi se remonta al afio 1200 d.c, en la dinastia de Ming vy, la
primera resefia de uso medicinal a 300 afios a.c. en 1928 el cientifico y horticultor
Hayward Wright obtuvo mediante cruzamientos un nuevo kiwi conocido como

ahora el cultivar “Hayward” (Garcia 2015).

Kiwi se desarrolla con temperaturas de 30 a 45°C, cuente con riego adecuado.
Temperaturas altas de 40 a 45°C retiene su crecimiento. La humedad relativa
cercana al 40% se tiende a detener su crecimiento, requiere de suelos fértiles de
textura media, profundos sobre 1.2 m, bien drenados, sin estratificaciones ni
compactaciones, con pH 5.8 a 7.2 y bajo contenido de sales, pH sobre 7.3, traen
como consecuencia problemas nutricionales, planta susceptible a la pudricion de

la coronay la raiz (Aquino 1988).

2.2. Descripcion botéanica
El kiwi es una planta trepadora, cuyos O6rganos muestran las siguientes

caracteristicas:

a. Hojas: alternas, simples, largas redondas y caducas, con seno peciolar
pronunciado y abierto; tienen un diametro transversal de 15y 20 cm. El apice
es agudo y el borde dentado, verde opaco oscuro en el haz, mas claro en el
envés, aspera al tacto, coriacea, con nervaduras marcadas y presencia de

vellosidades. El peciolo es medianamente largo y rojizo (Garcia 1975).
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b. Flores: son hermafroditas pues en todas se aprecian ovarios y estambres,
pues hay plantas masculinas y femeninas. Las flores se hallan sobre pedicelos
generalmente largos, tienen 5 sépalos y de 4 a 8 pétalos blancos cremosos.
Las femeninas alcanzan 5 a 7 cm de didmetro, siendo menores las
masculinas. El ovario es supero, plurilocular y de simetria radial. Las flores
aparecen en las axilas de la 22 a la 82 hoja del brote mixto, y pueden ser
solitarias 0 agrupadas (Garcia 1975).

c. Fruto: el fruto es una baya que cuelga de un pedicelo largo y pardo. Es de
forma ovoidal, eliptico o alargado. Tiene de 6 a 7 cm de diametro longitudinal
y 4 cm de diametro transversal. Por fuera tiene una coloracion verdosa. La
pulpa es verde esmeralda, y rodea al eje central formado por el conjunto de
los bordes carpelares. Es jugoso, blando, dulce acidulado y en conjunto con
sabor delicado y agradable. Los sépalos persisten a la madurez del fruto. La
parte comestible es el conjunto formado por la pulpa y semillas (Crisosto 1998
y Kader 1999).

d. Raiz: las raices son axonomorfa, carnosas, con gruesa capa de floema; muy
ramificadas y con tendencia a desarrollarse preferentemente en el estrato

superior del terreno (Garcia 1975).

e. Tallo: en las plantas jovenes, el tallo es una simple guia flexible que a
determinada longitud se curva para enroscarse como liana a un tutor. En las
plantas adultas se forman troncos que superan los 20-30 cm de diametro
(Garcia 1975).

f. Brotes: los brotes nuevos son herbaceos y suculentos, de rapido crecimiento,
pudiendo alcanzar de 6 a 8 m de longitud en un afio. Las ramas estan
cubiertas de finos pelos de color verdoso. En determinada fase del
crecimiento, el extremo tiende a enroscarse a un tutor, valiéndose de

movimientos rotatorios (Garcia 1975).

g. Yemas: estan situadas en las axilas de las hojas y pueden ser de tres tipos:
mixtas, de madera y adventicias. De las yemas mixtas nacen los brotes

portadores de los botones florales, mientras que las de madera sélo se


http://www.monografias.com/trabajos14/plantas/plantas.shtml
http://www.monografias.com/trabajos5/colarq/colarq.shtml

originan no fructiferos. Las adventicias evolucionan cuando se eliminen los
brotes no fructiferos o de madera, bien por podas, en cuyo caso los nuevos
brotes portaran yemas mixtas que pueden producir brotes fructiferos (Garcia
1975).

Taxonomia
Chev (1984), Liang y Ferguson (1984), coinciden en clasificar al kiwi en los

siguientes taxones:

Familia : Actinidiaceae
Género : Actinidia

Especie : chinensis

Nombre cientifico . Actinidia chinensis.
Nombre comudn - Kiwi

Variedad : Hayward

2.2. Cultivo in vitro

El cultivo de tejidos, como técnica, consiste en aislar una porcion de la planta
(explanta) y proporcionarle artificialmente las condiciones fisico — quimicas
apropiadas para que las células expresen su potencial intrinseco o inducido. Es
necesario ademas adoptar procedimientos de asepsia para mantener los cultivos
libres de contaminacién microbiana. Esta técnica es importante no soélo porque
es el area de la biotecnologia que tiene mayor aplicacion practica en la
agricultura, sino por ser una herramienta versatil para el estudio de los problemas
basicos y aplicados de la biologia de las plantas; constituye, en efecto el puente
necesario para realizar manipulaciones genéticas desde el laboratorio hasta el

campo (Roca y Mroginski 1991).

Escalante (1989), cita tres ventajas del cultivo de tejidos: (1) permite multiplicar,
en corto tiempo, plantas hibridas recientemente seleccionadas; (2) establece el
flujo constante de plantas “libres” de patégenos; (3) la micro propagacion, puede
realizarse todo el afio, y puede ser programada para los periodos en que haya
mano de obra disponible.

El establecimiento o introduccion, consiste en la seleccion adecuada del explanta

y su desinfeccidn para evitar la contaminacion por patégenos (bacterias, hongos


http://es.wikipedia.org/wiki/Actinidia

y levaduras) que afectan el crecimiento y desarrollo del explanta (Fonturbel
2002).

Una vez seleccionado el explanta, se procede a la desinfeccién. Se utilizan
distintos desinfectantes de accién superficial, como bactericidas y fungidas de
contacto, hipoclorito de sodio o calcio, en disoluciones (Sondahl et al. 1979). La
reaccion de los acidos hipoclorosos y el cloro residual con el agua producen la
oxidacién de los grupos —SH, grupos aminos, hidroxifenol de la tirosina y grupos
indoles, lo cual destruye las proteinas y &cidos nucleicos de los
microorganismos; sin embargo, también puede provocar la oxidacién de los
tejidos vegetales (Auccasi 2003; Salisbury & Ross 1992), por lo que estos se
aplican en bajas concentraciones y con tiempos de exposicion especificos,
segun las caracteristicas del tejido y el grado de contaminacion. Finalizado este
proceso, los explantas son trasladados a una camara de flujo laminar (con aire
filtrado, libre de microorganismos) donde se realiza la transferencia a un medio

de cultivo apropiado a la especie (Kyte & Kleyn 1996).

Los explantas pueden ser de distintos tipos, desde porciones de tejido hasta
células sueltas, granos de polen, semillas y protoplastos, entre otros. Este
dependera de la especie de interés y los objetivos de su propagacion. Para
obtener clones de la planta madre 0 mantener caracteristicas particulares, se
prefiere utilizar tejidos con alta estabilidad genética como meristemos apicales y

yemas axilares (Fossard, citado por Fonturbel 2002).

El medio de cultivo tiene dos funciones principales. La primera es proporcionar
los nutrientes basicos para el crecimiento continuado de los explantas aislados
y los propagulos subsiguientes; y la segunda, de dirigir el crecimiento y desarrollo
mediante un control hormonal determinado por: a) La clase de hormona o
regulador del crecimiento; b) La concentracién y c) La secuencia en que se
proporciona. Las diferentes plantas responden de un modo distinto a las diversas
citoquininas y auxinas, en parte debido a su control hormonal natural. Las clases
primarias de hormonas son auxinas y citoquininas; pero en situaciones
especificas se utilizan las giberelinas y el acido abscisico (Hartman y Kester
1987).



Los reguladores del crecimiento son compuestos orgénicos, diferentes de los
nutrientes que en pequefias cantidades fomentan, inhiben o modifican de alguna
forma cualquier proceso fisioldgico vegetal. Actualmente, se consideran cinco
grupos reguladores del crecimiento: auxinas, giberelina, citoquininas,
retardatorios e inhibidores (Escalante 1989). Cooper (1945) y Vastey (1962),
afirman que los fito reguladores tienen especificidad, ya que la aplicacion de
determinada sustancia, arroja resultados que suelen variar con la especie, la

concentracion, el medio de cultivo y el método de aplicacion.

2.3. Generalidades sobre cultivo in vitro:

El fundamento tedrico del cultivo in vitro es el concepto de la totipotencialidad
celular. Al respecto, Schleiden y Schwan (1887) en su teoria celular, sostienen
gue la célula es capaz de subsistir por si sola si las condiciones externas le son
favorables. Morgan (1901) afirma que una célula es capaz de desarrollarse hasta
formar un organismo completo si las condiciones ambientales le son favorables
y si se le aplican los estimulos adecuados. Haberlandt (1902) con la idea de la
totipotencialidad celular desarrolla el primer cultivo in vitro de tejidos vegetales,
desafortunadamente sus trabajos fueron inexitosos debido a que utilizé un medio
de cultivo relativamente simple y, por otra parte, tejidos vegetales demasiado

diferenciados.

White (1932) logro el primer cultivo in vitro estable utilizando en sus experimentos
apices de raices de tomate (Solanum lycopersicum). Los tejidos meristematicos
del apice radical propiciaron crecimiento en longitud en el medio de cultivo,
sostiene, ademas, que la falla en los intentos realizados por varios investigadores
entre 1902 y 1932 se debid, a la mala eleccion del material vegetativo y a la
simplicidad de los medios de cultivo utilizados. El logro de White dio impulso al
desarrollo de las técnicas de cultivo in vitro; sin embargo, en sus trabajos
realizados no obtuvo proliferacion celular, pues los apices de raiz solo crecieron
en longitud como lo harian normalmente como parte de la raiz de la planta
intacta. En 1934, Gautheret logra la proliferacién celular in vitro en tejidos
cambiales provenientes de plantas adultas. En 1939 el mismo Gautheret,
Nobecourt (en tejidos de zanahoria) y White (en tejidos de tabaco) publican casi

simultdneamente la formacion de una masa de células parenquimatosas (callo)



a partir de los explantas (tejidos) utilizados en sus experimentos, este hecho

significativo constituye el despegue de las técnicas de cultivo in vitro.

Un factor importante en el desarrollo de las técnicas de cultivo de tejidos
vegetales, fue el descubrimiento de los reguladores de crecimiento. Overbeek
(1941), observé el efecto de una sustancia presente en el agua de coco que
estimulaba la division celular (efecto citocininico). Cuando el agua de coco se
combiné con 2,4-D, tuvo un efecto positivo en el desarrollo de tejidos de

zanahoria y papa (Caplin y Steward 1948).

En 1926 dos cientificos japoneses (Jokichi Takamine y Kurosawa) descubrieron
un compuesto hormonal, actualmente de uso ordinario en el cultivo in vitro de
tejidos vegetales denominado giberelina el cual es producido por un hongo
Gibberella fujikoroi; este compuesto fue descubierto cuando ellos estudiaban la
causa de la pudricion en plantulas de arroz. El efecto que producia dicha
sustancia era un alargamiento excesivo en los tallos, sin desarrollo proporcional
de la raiz. Actualmente, se le atribuyen otros efectos como la induccion de

germinaciéon en semillas y brotacién en algunos tubérculos como la papa.

Con la utilizacion de un sistema de control de los parametros ambientales es
posible optimizar las condiciones de cultivo in vitro del kiwi y estudiar las
respuestas fisioldgicas frente a alteraciones del microambiente. El cultivo de los
explantas en condiciones de fotoautotrofia (enriquecimiento en C02, mayor
irradiacion, cultivo en medio liquido y eliminacion de la sacarosa como fuente de
energia) mejora la organogénesis y el posterior crecimiento en condiciones
externas de los explantas de kiwi frente al sistema in vitro tradicional,
aumentando la tasa fotosintética de los explantas, desarrollo del aparato
fotosintético (altos contenidos en clorofilas), y reduccion de la tasa de
transpiracion del explanta. Sin embargo, la utilizacion de atmodsferas
excesivamente enriquecidas en CO02 produce una aclimatacion negativa en los
explantas y una pérdida de las ventajas obtenidas a través de la fotosintesis.
Ademas, el crecimiento en condiciones de autotrofia puede verse limitado por la
desaparicion casi completa del medio de cultivo de diversos iones, entre los que
se encuentran el nitrato, magnesio y fosfato principalmente. El etileno es un

inhibidor de la organogénesis en cultivo in vitro de kiwi, y la inhibicién de su
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sintesis mediante aminoethoxyvilglycine (AVG) o el bloqueo especifico de sus
receptores el 1-metilciclopropeno (I-MCP) es un inhibidor de la percepcién de
etileno resulta en un mayor desarrollo de los explantas, mientras que 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), precursor de la biosintesis del etileno,
produce una inhibicion generalizada de todos los parametros organogénicos
estudiados, exceptuando la formacion de raices adventicias que se vio
promovida en estos tratamientos. El aumento del contenido de poliaminas que
ocurre al bloquear la biosintesis de etileno parece favorecer el desarrollo y
elongacion de nuevos tallos, estableciéndose relaciones entre las dos rutas
biosintéticas mediadas por s - allymercotocysteine (SAM). El cultivo en
condiciones de autotrofia junto con la aplicacién de un pulso de 24 horas de 6 —
bencilaminopurina (BAP) da lugar a plantulas con un mejor desarrollo
organogeénico y mayores tasas de enraizamiento, presentando estos explantas
una supervivencia total al pasar de condiciones in vitro a invernadero sin paso
previo por una etapa de aclimatacion en tunel de niebla. Estos mayores
crecimientos se corresponden con un incremento de los niveles de citoquininas
endoégenas, principalmente ribésido de zeatina, y unas relaciones
acidoindolacetico (AlIA)/ABS e acidoindolacetico (AlA)/ citoquininas (CKs) totales
claramente desplazadas hacia la auxina, pudiendo utilizarse estas relaciones

como indicadores de calidad de planta en el kiwi (Arigita 2003).

2.4. Micro propagacioén

La propagacion in vitro, llamada micro propagacion, fue establecida por Boxus
en 1974; como un sistema orientado a lograr el desarrollo de nuevas plantas en
un medio artificial, en condiciones asépticas y a partir de porciones vegetales
muy pequefas tales como fracciones de tallo o semilla; apices caulinares o
radiculares, callos, células aisladas, granos de polen, etc. Actualmente su
aplicacion a plantas in vitro de papa, “libres” de patégenos, obtenida por cultivo
de meristemos, abre las puertas de una importante via de multiplicacion y
obtencién de un considerable nimero de nuevas plantulas en un tiempo
relativamente corto, las cuales reunen los mas altos niveles de pureza varietal y
estado sanitario (Escalante 1989).

La micro propagacion tiene una amplia aplicacion en cultivos comerciales como

plantas ornamentales, frutales, forestales y especies horticolas comestibles. En

8



América Latina existen unos 180 laboratorios de micro propagacion de variada
capacidad. De éstos, sb6lo 50 desarrollan propagacion de plantas a nivel
comercial. Sin embargo, son pocos los que alcanzan niveles de produccion
superior al millon de plantas al afio. Las plantas para las cuales se han
desarrollado técnicas de micro propagacion incluyen principalmente
ornamentales, herbaceas, frutales y forestales, aunque la propagacion masiva

(a nivel comercial) es mas utilizada con las ornamentales (Rocay Ramirez 2000).

La micro propagacion es la técnica que ha logrado rapida aceptacion en la
industria y se estd practicando tanto en especies horticolas como en
ornamentales y aun en lefiosas. Esta metodologia presenta importantes ventajas
sobre los métodos tradicionales de propagacion tales como: reduccion del
tiempo de multiplicacion, posibilidad de multiplicar grandes cantidades de plantas
en una superficie reducida, a bajos costos y en un tiempo econdmicamente
costeable, mayor control sanitario del material que se propaga, facilidad de
transportar el material in vitro de un pais a otro, con menos restricciones
aduaneras y la posibilidad de multiplicar rapidamente una variedad de la cual
existen pocos individuos. Debido a que la micro propagacion se refiere a un
fendmeno de reproduccion asexual, el riesgo de tener “variantes” fenotipicas o
genéticas es bajo. Sin embargo, eso puede suceder cuando no se domina el
proceso in vitro. Las plantas que vienen de un mismo meristemo, apice, o estaca

son llamadas “clones” (Abdelnour-Esquivel y Vincent 1994).

2.5. Técnicas de micro propagacion

Roca y Mroginski (1991) sostienen que el cultivo de tejidos in vitro comprende
un amplio y heterogéneo grupo de técnicas mediante las cuales un explanta se
cultiva asépticamente, en un medio de composicidon quimica definida y se incuba
en condiciones ambientales controladas. En segundo término, los objetivos
perseguidos con la utilizacién del cultivo in vitro, son humerosos y diferentes y
se puede resumir: Estudio basico de fisiologia, genética, bioquimica y ciencias
afines, bioconversién y produccion de compuestos Utiles, incremento de la
variabilidad genética, obtencién de plantas libre de patégenos, conversion e

intercambio de germoplasma y propagacion de plantas.



Segun Villalobos y Thorpe (1991) las técnicas de micro propagacion han
contribuido no solo a un mejor entendimiento de los eventos de la diferenciacion
celular, y en consecuencia a un aprovechamiento de tales eventos en la
explotacién mas eficiente de las plantas. En este Ultimo aspecto vale la pena
mencionar los siguientes usos de las técnicas del cultivo in vitro: mejoramiento
genético, obtencion de plantas “libres” de virus y otros patégenos, conservacion

del germoplasma y micro propagacion.

Las técnicas de micro propagacién, no sélo permiten mantener la homogeneidad
0 constancia del genotipo (salvo excepciones), sino que también perpetian la
condicion fisiologica de los explantas. Por ejemplo, expresar y mantener la
condicion de juvenilidad o madurez existente en los explantas maternos, o de
poder mantener o de capturar rasgos poco comunes en una poblacién. La micro
propagacion es, ademas, la herramienta central en la amplificacion de material
genético de alta calidad, permitiendo, ademas, el establecimiento y perpetuacion
de germoplasma o genotipos modificados a través de la ingenieria genética
(Jordan 2005).

2.6. Etapas de la micro propagacion

La micro propagacion presenta cuatro etapas principales: preparacion del
material vegetal, establecimiento del cultivo, multiplicacion, enraizamiento y
aclimatacion de las plantulas. En algunos casos tiene importancia considerar una
etapa previa (Etapa 0) que es la etapa de preparacion de los explantas para el

establecimiento (Olmos et al. 2010).

a. Preparacion del material vegetal

La correcta eleccion y preparacion del explanta incide directamente sobre la
calidad del mismo y su respuesta frente a los dos principales problemas que
afectan al establecimiento del cultivo, que son la contaminacion con
microorganismos Y la oxidacion del explanta. Los factores que influyen sobre la
calidad del explanta son: el tipo de 6rgano que sirve como explanta, la edad
ontogénica y fisiologica del mismo, la estacion en la cual se colecta el material
vegetal, el tamafio y el estado sanitario general de la planta donante (Olmos et
al. 2010).
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b. Establecimiento del cultivo

El objetivo de esta etapa es establecer cultivos viables y axénicos. El éxito esta
determinado por la calidad del explanta a utilizar. En esta etapa los principales
procesos a controlar son la seleccion, el aislamiento y la esterilizacion de los
explantas. Los materiales que demuestran tener mayor capacidad regenerativa
son los obtenidos de tejidos meristematicos jovenes, ya sean yemas axilares o
adventicias, embriones o semillas en plantas herbaceas y aquellos tejidos
meristematicos que determinan el crecimiento en grosor, como el cambium en

las plantas lefiosas (Olmos et al. 2010).

c. Multiplicacion

El objetivo de esta etapa es mantener y aumentar la cantidad de brotes para los
nuevos ciclos de multiplicacion sucesivos (sub cultivos) y poder destinar parte de
ellos a la siguiente etapa de produccion (enraizamiento). Ambas vias de
regeneracion, organogénesis y embriogénesis, pueden darse en forma directa o

indirecta. Esta ultima implica la formacion de callo (Olmos et al. 2010).

d. Enraizamiento y aclimatacion

En esta etapa se produce la formacion de raices adventicias. En las especies
herbaceas es relativamente facil mientras que en muchas especies lefiosas
resulta mas complicada por su limitada capacidad rizogénica. El enraizamiento
puede realizarse tanto en condiciones in vitro como ex vitro. En el primer caso
pueden emplearse varios tipos de substratos y reguladores de crecimiento
(principalmente auxinas) para promover la rizogénesis. El enraizamiento ex vitro
permite que el enraizamiento y aclimatizacion se logren simultaneamente y que
raramente se forme callo en la base de las estacas, asegurando asi una conexion
vascular continua entre el vastago y la raiz. Sin embargo, el estrés asociado a la
transpiracion acelerada de las plantas durante las etapas iniciales del trasplante
puede reducir considerablemente la tasa de supervivencia. Por ello, es
conveniente contar con instalaciones de invernadero o camaras de crecimiento
adecuadas para brindar temperatura y humedad relativa moderadas que
permitan lograr la rusticacion de las plantas en forma progresiva. Bajo
condiciones ex vitro se utilizan diferentes substratos, mezclas de tierra y arena
y/o abonos, los cuales convienen que estén debidamente desinfectados (Olmos
et al. 2010).
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2.7. Medios de cultivo

Para mantener la viabilidad de un cultivo de tejidos, estimular su diferenciacién
y guiar su crecimiento, se requiere de una dosificacion balanceada de nutrientes
y hormonas. Los medios de cultivo son combinaciones de sustancias quimicas
que los investigadores han descrito después de numerosas investigaciones y
gue permite que las plantas crezcan y se multipliquen in vitro (Abdelnour-
Esquivel y Vincent 1994).

La composicion del medio de cultivo garantiza que se le suministren los
nutrientes al tejido vegetal in vitro y debe ser muy parecido a las condiciones
nutricionales que ofrece el suelo a las plantas en su estado natural. Los
componentes principales del medio son: macronutrientes, micronutrientes,
vitaminas, aminoacidos, azucares, agentes gelificantes y hormonas o

reguladores de crecimiento (Boeri 2015).

El éxito que obtenga el cultivo in vitro de especies vegetales depende del medio
nutritivo adecuado, como también del empleo de tejidos viables, incubacion,

calidad de reactivos, etc. (Hurtado y Merino 1988).

2.7.1. Componentes del medio de cultivo
a. Componentes inorganicos

e Agua: es el componente mas abundante de los seres vivos, pudiendo constituir
aproximadamente hasta el 90 % del peso fresco de los mismos. Por eso, no
sélo es fundamental en el medio nutritivo, sino que también es el componente
principal de la planta. Sus propiedades fisicas y quimicas son resultantes de su
estructura molecular. A pesar de ser eléctricamente neutra, es un dipolo que
presenta carga positiva y negativa. Una consecuencia de esto, es su capacidad
de disolver o neutralizar la atraccion de cargas eléctricas de cristales como
NacCl, los cuales son desarmados como tales para ser convertidos en iones
hidratados aislados (Barrueto 2005).

Es importante tener en cuenta que la calidad del agua a utilizar en la

preparacion de los medios de cultivo, debe ser bi-destilada en destiladores de
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vidrio y ser utilizada tan pronto como haya sido obtenida; de lo contrario,
guardarla en envases de vidrio y en forma estéril, para asi evitar una
acumulacién progresiva de bacterias y otros contaminantes que limitarian el

éxito del cultivo (Escalante 1989).

e Sales minerales: el primer objetivo en la preparacion del medio de cultivo es
suministrar los elementos minerales en concentraciones adecuadas. Se deben
incluir los macro elementos (C, H, O, P, K, N, S, Cay Mg) y los micro elementos
(B, Zn, Mn, Cu, Mo, Fe y CI) (Krikorian 1991).

Los macronutrientes son elementos esenciales que la planta los requiere en
cantidades del orden de g.L! (C, H, N, O, S, Mg, Ca, K, P). Quiza los
requerimientos minerales mas obvios son los de fosforo (necesario para la
sintesis de acidos nucleicos y fosfolipidos), de azufre (aminoéacidos, cisteina y
metionina) o nitrogeno (el segundo elemento tras el carbono entre los que
forman la célula). Aunque se pueden utilizar fuentes organicas, es comun usar
como fuente de fésforo un fosfato, la de azufre como un sulfato y la de nitrégeno

como nitrato o una sal de amonio (Boeri 2015).

Los micronutrientes (nutrientes necesarios en pequefias cantidades) son
elementos que la planta requiere en cantidades del orden de mg.L* (Fe, Mo,
Ni, Cu, Zn, Mn, B): son esenciales para el funcionamiento de varias enzimas, y
deben estar incluidos en el medio de cultivo. Su requerimiento en muy bajo
cantidad determina que frecuentemente no sea necesario afadirlos
expresamente: es suficiente su presencia como contaminantes de otros
componentes. No obstante, si se utilizan componentes y agua de pureza muy
altas los medios de cultivo pueden ser deficientes en micronutrientes (Boeri
2015).

b. Compuestos organicos

e Vitaminas: los complejos vitaminicos contienen elementos esenciales para las
plantas. Aunque las vitaminas normalmente son sintetizadas por ellas, son
también requeridas para su crecimiento y diferenciacion cumpliendo un rol

catalitico en el metabolismo celular. Cuando las células de plantas superiores
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son cultivadas in vitro, la ausencia de vitaminas constituye un factor limitante
del crecimiento. No obstante, estas necesidades dependen de la especie
considerada. Las vitaminas que son adicionadas mas usualmente en medios
de cultivo son: tiamina-HCI, &cido nicotinico, piridoxina-HCI, biotina, &cido
folico, &cido pantoténico, riboflavina (Boeri 2015).

e Aminoacidos: entre los aminoacidos y amidas que se han mostrado mas
frecuentemente como beneficiosos esta la L-arginina, L-acido aspartico, L-
glutamina, L-acido glutdmico y L-tirosina. Otros compuestos comunmente
empleados en el cultivo de tejidos son el inositol, adenina, sulfato de adenina,
el &cido citrico y el ascorbico, para evitar la oxidacion de los tejidos (Abdelnour-

Esquivel y Vincent 1994).

e Fuentes de carbono: practicamente todos los cultivos in vitro son heterotrofos
(comparativamente unos pocos son autotrofos) y por ende necesitan del
suministro de una fuente de carbono. La sacarosa, en concentraciones de 2 al
5 %, es el azucar mas utilizado. En algunos medios se la reemplaza por
glucosa. En casos particulares se cita el empleo de maltosa o galactosa.
También myo-inositol (100 mg.L') suele ser incorporado a los medios

resultando un mejor crecimiento de los cultivos (Mroginski et al. 2010).

e Agentes solidificantes (Agar): se afladen para preparar medios de cultivo
sélidos y semisdlidos. El agar-agar es el agente solidificante mas utilizado. El
agar-agar es un polisacarido de galactosa y galactomanano que se obtiene de
las algas rojas (Echema, Gelidium, Gracilaria). Contiene un 70 % de agarosay
un 30 % de agaropectina. Su composicion quimica es indefinida y solidifica con
mayor dificultad a medida que desciende el pH. Es insoluble en agua fria, pero
se funde y solubiliza en agua hirviendo y solidifica a 45 °C. Forma geles
transparentes muy estables y es degradado por muy pocas bacterias. La
concentracion de agar en los medios de cultivo sélidos es variable y depende
de la calidad, pero usualmente es de 0.7 a 1.5 %. Los medios que tienen altas

concentraciones de sales requieren de un porcentaje alto de agar (Boeri 2015).
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c. pH del medio de cultivo
Es necesario ajustar el pH de la solucion con el fin de lograr una correcta
gelificacion del medio y considerando que el pH también incide en la capacidad
de absorcion de sales minerales. En general el pH no debe ser inferior a 5,8 y
es ajustado con HCl o NaOH 1N, luego de agregar todos los ingredientes
excluido el agente gelificante. En ocasiones se agrega soluciones tampon
(MES), debido a que la capacidad tamponante de los medios de cultivo es baja
y los valores de pH decrecen con el autoclavado y, en muchos casos, se altera
por la absorcién de iones durante el cultivo y con la excrecion de metabolitos
del explanta (Boeri 2015).

2.8. Reguladores del crecimiento

Weaver (1976) considera que los reguladores del crecimiento; son compuestos
organicos, diferentes de los nutrientes, que en pequeias cantidades fomentan,
inhiben o modifican de alguna forma cualquier proceso fisiolégico vegetal. Las
hormonas de las plantas o (fitohormonas) son reguladores producidos por las
mismas plantas que, en bajas concentraciones, regulan los procesos fisiolégicos
de aquellas. Por lo comun las hormonas se desplazan en el interior de las

plantas, de un lugar de produccion a un lugar de accion.

Los reguladores del crecimiento vegetal son moléculas organicas difusibles que
modulan procesos de crecimiento y desarrollo de las plantas, siendo eficaces a
bajas concentraciones. A medida que se fueron identificando un mayor niimero
de reguladores de crecimiento y se fueron estudiando sus efectos y
concentraciones enddgenas se hizo evidente que cada uno de ellos no sélo
influye en las respuestas de muchas partes del vegetal, sino que tales respuestas
dependen de la especie, del 6érgano del vegetal, del estado de desarrollo, de las
concentraciones enddgenas y exégenas, de las interacciones entre reguladores
de crecimiento y de diversos factores ambientales. Por lo tanto, es riesgoso
generalizar acerca de los efectos de los reguladores de crecimiento sobre los
procesos de crecimiento y desarrollo en un tejido u érgano vegetal en particular
(Salisbury y Ross 1994).
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La mayoria de los cultivos de tejidos vegetales in vitro necesitan de estas
biomoléculas. No obstante, la concentracibn y el tipo de regulador del
crecimiento dependeran de cada caso. En general, son 3 grupos de reguladores
de crecimiento los mas empleados: auxinas, citoquininas y giberelinas. Existen
otras 2 biomoléculas muy importantes; el etileno y el acido abscisico, aunque
son menos utilizados, juegan papeles importantes dentro del metabolismo del
explanta in vitro. Por ejemplo, el etileno es capaz de activar enzimas
relacionadas con la senescencia y oxidaciéon fendlica del tejido y en cambio el
acido abscisico es un compuesto hormonal que tiene mas accién inhibitoria que

estimuladora (Barrueto 2005).

. Auxinas: el término auxina designa cualquier hormona perteneciente al grupo
auxinico pero a menudo se usa como sinénimo del acido indolacético (AlA) que
es la principal auxina natural y que posiblemente se sintetiza a partir del
aminoacido triptéfano. La auxina se sintetiza principalmente en el apice del tallo
y ramas jovenes, en las yemas y hojas jovenes y en general en los meristemos
(Rojas y Ramirez 1993).

Las auxinas estimulan la division celular, alargamiento y agrandamiento celular
en cultivos de tejidos. Se adicionan combinadas con citocininas durante la etapa
de multiplicacion o sin ellas, en la etapa de enraizamiento. Se transporta
polarmente, a través del floema, desde los apices (caulinares y radiculares).
Junto con las citocininas, son esenciales para la viabilidad de las plantas. Su
estructura quimica es muy variable, pueden acumularse en formas inactivas
conjugadas a oligosacaridos y aminodacidos. El acido indolacético (AlIA) es la
Unica auxina natural que se localiza en las zonas de crecimiento. Es fotosensible,
por lo que no es conveniente utilizarlo en cultivo en suspension. Por ser hormona
natural, su desaparicion del tejido es muy rapido ya que en las plantas se
encuentran las enzimas oxidasas de la que hidrolizan a la hormona de manera
gue su efecto es suave y de poca duracion. Las auxinas sintetizadas
guimicamente son: el acido naftalenacético (ANA), acido 2,4 diclorofenoxiacético
(2,4 — D) y acido indolbutirico (AIB). Todos resultan esenciales para el cultivo de

meristemos, en los procesos de morfogénesis directa e indirecta, en la induccion
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de embriogénesis somética, y en el enraizamiento de microesquejes actian

promoviendo el crecimiento de 4pices caulinares (Boeri 2015).

. Citocininas: son sustancias del crecimiento de las plantas que provocan la
division celular. Muchas citocininas exdgenas y todas las endégenas derivan
probablemente de la adenina, una base nitrogenada de purina. La primera
citocinina fue descubierta en la década de 1950 en la Universidad de Wisconsin,
por el grupo del profesor Folke Skoog, a partir de una muestra de DNA
envejecido (Weaver 1976).

Las citocininas se sintetizan principalmente en la raiz, y su presencia en las
yemas del tallo, (donde tienen efecto hormonal) puede ser por transporte via
floema desde la raiz, pero hay informes de su sintesis en las hojas por tener
adenina en su molécula. Se cree que provenga parcialmente de productos de

hidrolisis de fracciones de acidos nucleicos (Rojas y Ramirez 1993).

Dentro de las citocininas naturales se encuentra la Zeatina, que se extrae del
endospermo del maiz, y 6 isopentanil adenina (2iP), aislada de Clostridium
italicum, ésta produce un sobre crecimiento de los tejidos. Las citocininas
sintéticas son: 6-benciladenina (6 BA), también conocida como bencil
aminopurina (6 BAP); la kinetina (KIN) también conocida como 6-
furfurylaminopurina (FAP). La kinetina fue la primera citocinina identificada

producida por la degradacion térmica del ADN (Boeri 2015).

. Giberelinas: se encuentran naturalmente en las plantas y produce un
alargamiento de las células, elongacién de los entrenudos y el crecimiento
meristematico. También inducen la ruptura de dormancia de embriones aislados
o semillas. En general, inhiben la formacién de tallos y raices adventicias. De
todas las giberelinas, es el Acido giberélico (AG3) el mas utilizado en propagacion
in vitro (Boeri 2015).

Las giberelinas se sintetizan principalmente en las hojas jovenes y en las
semillas en cuyo endospermo se ha encontrado un receptor no identificado. El

nivel de GAz aumenta conforme desarrolla el embridn y luego decrece cuando la
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semilla madura. Las giberelinas acttan sobre el RNA desreprimiendo genes que
en algunos casos se han identificado. A diferencia de las auxinas la accién
estimulante del crecimiento se manifiesta en un rango muy amplio de
concentraciones lo cual parece indicar que el nUmero de receptores es muy

grande o bien hay una continua sintesis de ellos (Rojas y Ramirez 1993).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODO

3.1. Ubicacion del experimento.

Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Nacional de Cajamarca la cual se ubica, a una altitud de 2 536
msnm, en las coordenadas a 07° 10' de Latitud Sur, 78° 30' de Longitud Oeste,
con una Humedad Relativa de 72%, una precipitacion de 760 mmy Temperatura
Promedio Anual de 13.8 °C (SENAMHI, 1992). Dentro del laboratorio se registré
una temperatura promedio 29 °C, con una maxima de 34 °C y una minima de 24
°C. La humedad relativa promedio fue de 45% y el fotoperiodo de 16 horas de

iluminacion y 8 horas de oscuridad.
3.2. Materiales
a. Material experimental

e Semilla botanica manualmente extraida de frutos selectos de Kiwi (Actinidia

chinensis, Variedad Hayward), obtenidos en el mercado local (Cajamarca).

e Medios de cultivo Murashige & Skoog (1962), al 100 % (Tabla 2), combinado
con dieciséis tipos de balance hormonal (Tabla 3) y nueve tipos de balance

hormonal (Tabla 5).

b. Equipos: autoclave vertical automatico (Analodgico, HW KESSEL SAC, 220v
— 1500w, de 30 L de capacidad), potenciometro (THERMOLYNE),
refrigeradora (COLDEX), agitador magnético (THERMOLINE NUOVA 1),
destilador de agua (WD 3 RK CAT), balanza analitica (OHAUS).

c. Otros Materiales: erlenmeyer (Pyrex) de 250,500 y 1000 mL, vasos de
precipitacion de 250; 500 y 1000 ml, placas Petri de 9 cm de diametro,
vaguetas, pipetas de 1,2,5y 10 ml, probetas (Pyrex) de 10,50,100,500 y 1000

mL, frascos de vidrio de 1 L, mecheros de alcohol, papel aluminio, mango y
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hoja de bisturi N° 7 y 11, respectivamente; picetas de 500ml, tijeras, pinzas,

espatulas, alcohol de 96°, algodon, papel secante y guardapolvos.

d. Productos Quimicos

Tabla 1. Componentes de medio de cultivo Murashige & Sookg, 1962 (MS,
1962).

Sales Minerales y Vitaminas Concentraciéon (mg.L™?
)
Nitrato de amonio (NH4NO3) 1650
Nitrato de potasio (KNO3) 1900
Cloruro de calcio (Ca Clz 2H20) 440
Sulfato de magnesio (MgSOa4 740
7H20)
Fosfato monobasico de potasio 170
(KH2PO4)
loduro de potasio Ki 0.82
Acido bérico (HsBOs) 602
Sulfato ferroso (Fe SO4 7H20) 55.7
Sulfato de cobre (CuSO4 5H,0) 0.025
Cloruro de cobalto (CoCl; 6H20) 0.025
Molibdato de sodio (Na:MoOa 0.025
2H20)
Sulfato de zinc (ZnSO4 7H20) 8.6
Sulfato de manganeso 10.9
(MnS0O44H20)
Acido etilendiaminacetico (EDTA) 74.5
Tiamina-HCI (CeH18C12N40S.H20) 1
Myoinositol (CsH1206) 100
Pyridoxina (CsH12CINO3), y 1.25
Glycina 5
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Reguladores de Crecimiento

Auxinas: acido [J-naftalenacético (ANA).

Citoquininas: bencilaminopurina (BAP), Kinetina (KIN).

Giberelina: 4cido Giberélico (AG3).

Fuentes de energia: sacarosa (Ci2H22011).

Modificadores de solucién de pH: soluciones de Hidroxido de sodio NaOH
(0.5N) y acido clorhidrico H CI (0.5N).

Agente Solidificante: agar (Bacto Agar Difco).

3.3 Metodologia

3.3.1 Fase de Introduccion:

Frutos de kiwi, comercialmente maduros, fueron partidos en dos mitades y con
la ayuda de un bisturi se extrajo la parte central del mesocarpio conteniendo
semillas fisiologicamente maduras. Estas fracciones de mesocarpio fueron
licuadas a baja velocidad hasta observar el desprendimiento de la semilla, la cual
fue colectada en un vaso de precipitacion y repetidamente lavada con agua
destilada estéril hasta eliminar los residuos de mesocarpio y obtener la semilla.
Seguidamente, la semilla fue trasladada a una solucion de detergente (Ace) al
4%, agitada por diez minutos y enjuagada repetidas veces con agua destilada
estéril. Finalmente, la semilla fue superficialmente desinfectada utilizando
soluciones de alcohol etilico al 70 % por 10 minutos e hipoclorito de sodio al 2 %
por 5 minutos. Entre un desinfectante y el otro, las semillas fueron enjuagadas
repetidas veces con agua destilada estéril e inmediatamente sembradas en la
superficie del medio de cultivo Murashige & Skoog (1962), previamente
preparado con reguladores de crecimiento, 2 ppm BAP y 0.5 ppm ANA,
depositado en envases de vidrio (30 mL/envase), esterilizado en autoclave a
121°C vy 15 Psi por 30 minutos y enfriado a temperatura ambiente (Fig 1-A). En
cada envase se sembraron 50 semillas. Realizada la siembra, los cultivos se
incubaron en oscuridad (T°: 38° C) por espacio de 15 dias, tiempo en el cual se

produjo la germinacion (Fig. 1-B).
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Figura 1. Imagen Fase de Introduccion del kiwi al sistema in vitro: (A) siembra aséptica
de semilla botanica en medio MS, (B) Germinacién de las semillas a los quince
dias de sembradas, (C) y (D)Crecimiento de las plantulas; (D) Plantula

“‘donantes” de explantas para las Fases de Establecimiento y Enraizamiento.

Posteriormente, los cultivos fueron trasladados a una camara de crecimiento con
fotoperiodo (16 horas luz y 8 horas oscuridad) y temperatura (23° C) regulada,
condiciones que propiciaron el crecimiento de las plantulas (plantulas — madres)
a partir de las cuales se aislaron asépticamente los explantas (microestacas)
compuestos por un segmento de tallo (longitud X=0.5 cm) y una yema vegetativa,
tanto para la fase de Establecimiento como para la fase Enraizamiento (Figs. 1-

C, 1-D). En la cAmara de crecimiento, las plantulas permanecieron 90 dias.

3.3.2 Fase de Establecimiento:
Se inici6 con el aislamiento aséptico de microestacas las cuales fueron
sembradas en dieciséis tipos de medio de cultivo (Tabla 3, Fig. 2) resultantes
de la combinacion de cuatro niveles de Kinetina y cuatro niveles de Benzil Amino
Purina (Tabla 2). Ambas citocininas fueron incorporadas al medio de cultivo
Murashige & Skoog (1962) durante su preparacion.
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Figura 2: Imagen de la preparacion de explantas: (A) Segmentacion de tallos y (B)
Aislamiento de micro estacas compuestas de un segmento de tallo y una yema

axilar.

Tabla 2: Factores y niveles de estudio.

Factor K: concentracion de Kinetina (Kin):
ko: O (Testigo)
ki: 0.4ppm Kin

kz: 0.8ppm Kin

ks: 1.6ppm Kin

Factor B: concentracion de Benzil Amino Purina
(Bap):

bo: 0 (Testigo)

b1: 2ppm Bap

b2: 4ppm Bap

bs: 8ppm Bap
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Tabla 3: Combinacién de tratamientos.

N° Clave Tratamientos/Descripcion

1 boko O ppm Bap + 0 ppm Kin

2 bike 2 ppm Bap + 0 ppm Kin

3 boko 4 ppm Bap + 0 ppm Kin

4 bsko 8 ppm Bap + 0 ppm Kin

5 boki O ppm Bap + 0.4 ppm Kin
6 biki 2 ppm Bap + 0.4 ppm Kin
7 boki 4 ppm Bap + 0.4 ppm Kin
8 bski 8 ppm Bap + 0.4 ppm Kin
9 boko O ppm Bap + 0.8 ppm Kin
10 bk 2 ppm Bap + 0.8 ppm Kin
11 boko 4 ppm Bap + 0.8 ppm Kin
12 bsk. 8 ppm Bap + 0.8 ppm Kin
13 boks O ppm Bap + 1.6 ppm Kin
14 biks 2 ppm Bap + 1.6 ppm Kin
15 boks 4 ppm Bap + 1.6 ppm Kin
16 bsks 8 ppm Bap + 1.6 ppm Kin

Disefio: completamente randomizado bajo arreglo factorial 4 x 4, con 16

tratamientos, 4 repeticiones y 10 unidades experimentales.

- Preparacion del Medio de Cultivo: se realizé mezclando las sales que
componen el medio de cultivo MS 1962, segun las cantidades indicadas en la
(Tabla 1), cuyos constituyentes fueron disueltos en agua destilada estéril, a la
cual también se le adiciond los factores en estudio (Tabla 2) y sacarosa (30
g/L). El pH de la solucion fue regulado a un valor un valor de 5.6. Seguidamente,
el medio fue calentado para facilitar la dilucion del agar (6 gr/L), dispensado en
envases de vidrio (50 ml/envase de 470 mL de capacidad). Finalmente, los
envases conteniendo al medio de cultivo fueron apropiadamente tapados con

papel aluminio y autoclavados a 121° C y 15 Psi, por 30 minutos.
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- Incubacion: realizada la siembra aséptica de microestacas, los cultivos fueron
incubados en una Céamara de Crecimiento de condiciones reguladas:
fotoperiodo: 16 horas luz; temperatura: 29° C; intensidad luminica 2 000 lux.

- Evaluaciones: con intervalos de 15 dias, a partir de la tercera semana de haber
realizado la siembra in vitro, las plantulas regeneradas fueron objeto de las

siguientes evaluaciones:

a.- Longitud (cm) de tallo.

b.- Namero de brotes por explanta.
c.- Namero de hojas por planta.
d.- Numero de yemas por tallo.

3.3.3 Fase de Enraizamiento

- Preparacion del Medio de Cultivo: se realizo disolviendo, en agua destilada
estéril, las sales que componen el medio de cultivo MS 1962 (Tabla 1), sacarosa
(30 g/L) y los constituyentes de los factores en estudio (Tabla 4). El pH de la
solucion fue regulado a un valor de 5.6. Seguidamente, el medio de cultivo fue
calentado para favorecer la disolucion del agar (6 g/L), dispensado en envases
de vidrio (30 ml/envase). Los envases conteniendo al medio de cultivo fueron

tapados con papel aluminio y autoclavados a 121° C y 15 Psi, por 30 minutos.

- Siembra in vitro: micro estacas compuestas de una yema axilar y un segmento
de tallo con una longitud promedio de 0.5 cm fueron asépticamente aisladas de
plantulas de kiwi obtenidas en la fase de Introduccion. Estos explantas fueron
sembrados en la superficie de nueve tipos de medio de cultivo (Tratamientos,
Tabla 5).

- Incubacion: realizada la siembra aséptica de microestacas, los cultivos fueron
incubados en una Camara de Crecimiento de condiciones reguladas:
fotoperiodo: 16 hrs luz; temperatura: 29° C; intensidad luminica 2 000 lux,

condiciones bajo las cuales se las mantuvo por noventa dias.
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Tabla 4: Factores y niveles de estudio.
Factor A: concentracion de Acido Giberélico
(AG3):
ao: 0 (Testigo)
a:: 0.2 ppm AGs3
az: 0.4 ppm AGs
Factor N: concentracion de Acido Naftalenacético
(ANA):
no: O (Testigo)
ni: 0.01 ppm ANA
ny: 0.1 ppm ANA

Tabla 5: Combinacion de tratamientos.

N° Clave  Tratamientos/Descripcion
aono 0 ppm AG:z + 0 ppm ANA
aon: 0 ppm AG:z + 0.01 ppm ANA
aonz 0 ppm AGs + 0.1 ppm ANA
aing 0.2 ppm AGz + 0 ppm ANA

a A W N -

aini 0.2 ppm AG: + 0.01 ppm
ANA

ainz  0.2ppmAGs+ 0.1 ppm ANA

ang 0.4 ppm AGs + 0 ppm ANA

azni 0.4 ppm AGs + 0.01 ppm
ANA

9 axnz 0.4 ppmAGs+ 0.1 ppm ANA

Disefio: completamente randomizado bajo arreglo factorial 3 x 3, con 9

tratamientos, 3 repeticiones y 10 unidades experimentales por tratamiento.

- Evaluaciones: con intervalos de 15 dias, a partir de la tercera semana de haber
realizado la siembra in vitro, las plantulas regeneradas fueron objeto de las

siguientes evaluaciones:

a.- Numero promedio de raices por plantula.
b.- Longitud (cm) de la raiz adventicia de cada plantula.

c.- Numero promedio de raices adventicias por planta.
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Figura 3: Imagen de la Fase de Establecimiento de explantas del kiwi: (A) Siembra in
vitro de explantas (B) Incubacién de explantas sembrados en el cuarto de cultivo,
(C) y (D) Explantas sembradas en medio de cultivo por cada tratamiento, (E) y
(F) Brotes obtenidos a los 45 dias de la siembra in vitro y (G) y (H) Brotes

obtenidos a los 75 dias de la siembra in vitro.
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Figura 4: Imagen de la Fase de Enraizamiento de explantas del kiwi: (A) Siembra in
vitro de explantas, (B) Incubacion de explantas sembrados en el cuarto de
cultivo, (C) y (D) Explantas sembradas en medio de cultivo por cada

tratamiento, (E), (F) y (G) Brotes obtenidos a los 75 dias de la siembra in vitro.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Fase de Introduccién

La Tabla 6, muestra que la semilla botanica de kiwi, superficialmente
desinfectada y sembrada en medio de cultivo M.S. 1962, complementado con 2
ppm BAP y 0.5 ppm ANA, registré un porcentaje promedio de germinacion de
89%. Se considerd que una semilla ha germinado cuando mostré la presencia
de radicula y plumula; es decir, ha diferenciado una plantula normal, sin
deformaciones en su estructura fisica, hecho que se inicié a los quince dias y

concluyo a los noventa dias de la siembra in vitro.

De lo expuesto, se deduce que, el sistema in vitro ha generado adecuadas
condiciones de temperatura, humedad relativa y luminosidad, entre otras, las que
asociadas con las caracteristicas fisicas y madurez fisiologica de la semilla se
traducen en este elevado porcentaje de germinacion y plantulas normales.
Denominamos plantulas normales a aquellas que al final del periodo de analisis
(90 dias), presentaron el potencial para continuar desarrollandose en plantas con

caracteristicas satisfactorias, bajo condiciones in vitro.

La ISTA (2016), considera al proceso de germinacion de una semilla como el
establecimiento de un estado metabdlicamente activo, fisiologicamente
manifestado por la division y diferenciacion celular. La primera expresion de este
proceso es la emergencia de la radicula y normalmente concluye con la
obtencién de plantulas normales, plantulas anormales, semillas latentes,

semillas duras y semillas muertas.

Para nuestras condiciones de experimentacion, el sistema in vitro que
comprende el uso de medios de cultivo M. S. 1962, complementado con
reguladores del crecimiento, brinda buenas condiciones para la germinacion de
la semilla botanica de kiwi, hecho que corrobora los reportes de otros
investigadores, quienes trabajaron con diferentes especies vegetales. Por
ejemplo, Bhattacharya, J. y Khuspe (2001), utilizaron semilla de Carica papaya

y diferentes reguladores de crecimiento, entre ellos el acido naftalenacético
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(ANA) y encontraron que, a mayores concentraciones de ANA, se presentaron
menores porcentajes de germinacion. Weaver (1989), expresa que en ocasiones
las citocininas potencian la germinacion, ilustrando los efectos de la cinetina en
la terminacion del reposo de semillas de bardana. Yldefonzo (2013), menciona
gue Oreaocallis grandiflora, se propaga sexualmente por semilla botanica en
medio M.S, a mitad de la concentraciébn normal y suplementado con sacarosa
2,0 % y phytagel 0,3% con pH 5,67, permitiendo el 100% de germinacién. En
cactaceas, Ruvalcaba Ruiz et al. (2010), sostienen que las altas tasas de
germinacion in vitro, estan relacionadas con el ambiente creado por el medio de
cultivo, como alta humedad relativa y la adecuada presion osmética. Kitsaki et
al. (2004) encontraron que el medio de cultivo enriquecido con agua de coco es
mas adecuado para la germinacion in vitro de semilla de moringa (Moringa
oleifera Lam.). Respecto al agua de coco, Taiz y Zeiger (1998), destacan su
contenido de citocinina, una fitohormona que entre otras funciones promueve la
ruptura de la dormancia y la germinacion de semillas de moringa al estimular la

elongacion de las células de los cotiledones en respuesta a la luz.

Tabla 6. Numero y porcentaje de semillas germinadas bajo el efecto del medio
de cultivo M.S. 1962 complementado con 2 ppm BAP y 0.5 ppm ANA.

Datos registrados a los quince dias de la siembra in vitro.

N° Semillas N° Semillas Porcentaje
Sembradas Germinadas de
Germinacion
Total 600 534 89
50 445 89

xI

4.2. Fase de Establecimiento

4.2.1. Longitud del eje caulinar

El andlisis de varianza (ANVA, Tabla 7) para la longitud del eje caulinar, a los
noventa dias de la siembra in vitro, preparado con los datos de la Tabla 16 del
anexo, muestra la existencia de una alta significacion estadistica para los
factores en estudio (KIN y BAP) y su interaccion. Por lo tanto, podemos decir que

existe influencia de las dosis de kinetina (KIN) y Benzil Amino Purina (BAP), asi
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como de su efecto combinado, en la longitud promedio (cm) del eje caulinar. El
valor del coeficiente de variabilidad (CV = 3.71 %), nos indica tanto la
heterogeneidad de los valores de las variables, como la confiabilidad de los
datos.

Tabla 7. Analisis de varianza (ANVA) para el efecto de la kinetina (KIN) y Benzil
Amino Purina (BAP) en la longitud promedio (cm) del eje caulinar. Datos

registrados a los noventa dias de la siembra in vitro.

FV GL SC CM FC Pr>F
Kin 3 0592 0.197 4.60*  0.006
BAP 3 3165 155 24.59* <0.0001
Kinx BAP 9 10.187 1.131 26.38** <0.0001
Error 48 2.059 0.043
Total 63 16.004

CV: 3.71%. NS = No significativo. **= Altamente significativo al 99% de probabilidades.

En la prueba de Duncan al 5 % (Tabla 17 del Anexo) observamos que los
tratamientos 9, 4, 8 y 10 tienen la mas alta significacion estadistica; y entre ellos,

el tratamiento 9 expresa su maximo nivel frente al resto de tratamientos.

©
£ 6.28 6.17
2
o 6
o 5.86 6.08
oy 5.72 5786
o 5.84
5t 5.53
£ 535 5.41 5.17 5.16
3 5.05 5.1
2
)
C
S 4.56
4
0 2 4 8
Niveles BAP
ko k0.4 k0.8 k1.6

Figura 5. Representacion del efecto de cuatro dosis de kinetina (KIN) en cada nivel de
benzil aminopurina (BAP) en la longitud promedio (cm) del eje caulinar en
plantulas de kiwi (Actinidia chinensis). Datos registrados a los noventa dias de la

siembra in vitro.
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La Figura 5, permite comparar el efecto de los niveles de los tratamientos en
estudio en la longitud promedio del eje caulinar (cm). Se determind que las
citocininas empleadas (kinetina y Benzil Amino Purina) tienen efectos fisioldgicos
excluyentes entre si. En ausencia de KIN (0 ppm), el aumento de la dosis de
BAP de 2 a 4 y 8 ppm tiene una relacion directa con el crecimiento del eje
caulinar, el cual registr6 longitudes de 5.53; 5.84 y 6.17 cm de largo,
respectivamente. Sin embargo, cuando la KIN esta presente en el medio de
cultivo (0.4; 0.8 y 1.6 ppm), todo incremento en el nivel de BAP (2; 4y 8 ppm) no
se traduce en una mayor longitud del eje caulinar. El eje caulinar reprime su
crecimiento en presencia de ambas citocininas y este efecto es mas notorio
cuando se combinan las mayores dosis kinetina y BAP. Contrariamente, en
ausencia de BAP, la KIN mejora el crecimiento del eje caulinar hasta que éste
registra su valor maximo (6.28 cm de largo) con 0.8 ppm de esta citocinina.

La informacion disponible muestra que el efecto de las citocininas en el
crecimiento del tallo es variable en funcibn a especies vegetales, tipo de
citocinina y dosis de la misma. Por ejemplo, Calderén (1994) encontré que la
mayor elongacion de microtallos de Eucalyptus globulus Labill. correspondio a
un medio con menor concentracion de citocininas, hecho que difiere de nuestros
resultados, pues ellos evidencian que la mayor longitud de eje caulinar (6.28 cm)
se obtiene con 0 ppm de BAP y 0.8 ppm de KIN, seguido del tratamiento con 0
ppm de kinetina y la maxima dosis de BAP (8 ppm). Esta ultima afirmacion es
consistente con los resultados de Vifias et al. (2012) quien obtuvo una mayor
altura de brotes de pitajaya (Hylocereus costaricensis) en medios que solo
contenian BAP, resultados que a su vez sustentan la afirmacion de Verma et al.
(2011) quien califica a la citocinina como el detonador para la formacién de brotes
en el cultivo Digitalis lamarckii, ya que el aumento de citocininas fue proporcional
a la produccion de brotes, los que en seis semanas alcanzaron de 1.5 a 2 cm de
longitud. Ademas, en el cultivo Gomortega keule los mayores promedios de
longitud de brotes se lograron con las concentraciones 0.5 y 1 ppm de BAP
mientras que, al aumentar la concentracion de esta citocinina a 1,5 ppm, la

longitud se redujo.
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4.2.2. Numero promedio de brotes

El ANVA para el numero de promedio de brotes (Tabla 8) muestra alta
significacion estadistica para los factores en estudio (KIN y BAP); por tanto, se
puede asegurar que existe influencia de las dosis de ambas citocininas en el
ndamero promedio de brotes. Lo contrario ocurre para la interaccion de estos
factores. El valor del coeficiente de variabilidad (CV = 3.37 %), confiere
confiabilidad a los datos e indica la respuesta heterogénea de los explantas

frente al efecto de las citocininas empleadas en la investigacion.

Tabla 8. ANVA para el efecto de la KIN y BAP en el nUmero promedio de brotes.

Datos registrados a los noventa dias de la siembra in vitro.

FV GL SC CM FC Pr>F
Kin 3 0.151 0.05 6.78* 0.0007
BAP 3 0.232 0.077 10.39* <0.0001
Kinx BAP 9 0.082 0.009 1.23 NS <0.3007
Error 48 0.357 0.007
Total 63 0.822

CV.: 3.37%. NS = No significativo. **= Altamente significativo al 99% de probabilidades.

La ausencia de significacion estadistica para la interaccion de los factores en
estudio (Tabla 8), sugiere el estudio e interpretacion del efecto de cada factor en
estudio (BAP y KIN) en el numero promedio de brotes (Figuras 6 y 7,

respectivamente).
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Figura 6. Representacion del efecto de cuatro dosis de KIN en el nimero de brotes en
plantulas de kiwi (Actinidia chinensis). Datos registrados a los noventa dias de

la siembra in vitro.

El potencial de ramificacion de las plantulas in vitro de kiwi, expresado como
numero promedio de brotes (Fig. 6), es ligeramente estimulado por dosis de KIN
comprendidas entre 0 y 0.4 ppm. Dosis superiores a ésta (0.8 y 1.6 ppm), tienen
un efecto negativo. Una curva respuesta semejante ha sido obtenida frente a la
incorporacion de BAP en el medio de cultivo (Fig. 7), pues la respuesta ha sido

optimizada con 2 ppm de BAP.

La ausencia de citocinina exégena (KIN y BAP) no anula el potencial de
ramificacion, lo que nos permite suponer que los brotes se forman en respuesta
al efecto predominante de la citocinina endégena en el balance hormonal del
explanta. En consecuencia, la KIN y BAP complementan el rol de la citocinina
enddégena, rompen el efecto de dominancia apical y mejoran la capacidad del

explanta para formar nuevos brotes.
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Figura 7. Representacion del efecto de cuatro dosis de BAP en el nimero de brotes en
plantulas de kiwi (Actinidia chinensis). Datos registrados a los noventa dias de

la siembra in vitro.

Estos resultados se correlacionan con los niveles optimos de citocininas
reportados por otros investigadores; por ejemplo, Shah et al. (2008) sefialan que
cuando se afiade, al medio de cultivo, el BAP solo o en combinacion con otras
citoquininas se obtienen mayores valores promedios de numero de brotes en el
cultivo de guava (Psidium guajava L.). Nasib et al. (2008) cultivé kiwi utilizando
el medio Murashige y Skoog (1962) con diferentes concentraciones de benzil
adenina (1.5, 2.0, 2.5 mg/L) y agua de coco (15, 20 y 25%) y determind que
ambos elementos tienen un efecto sinérgico siendo el medio complementado
con 2 mg/L de benzil adenina y 20% de agua de coco el que produjo mayor
multiplicacion, brotes mas largos y mayor nimero de nudos por explanta. Mishra
et al. (2007) observaron que la adicion de 2 mg/L de BAP al medio de cultivo,
produjo los maximos valores de niumero de brotes en guayabo; y, Nikam (1997),
reportd la regeneracion de 5.7 brotes por explanta de Agave sisalana, con 0.5

mg/L de kinetina.

Las evidencias antes presentadas constituyen un sustento de nuestros
resultados, en el sentido que el numero de brotes por explanta,
independientemente del genotipo, es mejorado con la incorporacion en el medio

de cultivo, de KIN y BAP, en dosis de 0.5y 2 ppm, respectivamente.
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4.2.3. Numero promedio de hojas

El ANVA para el efecto de los tratamientos en el nimero promedio de hojas

(Tabla 9), preparado con los datos de la Tabla 18 del anexo, muestra una alta

significacion estadistica para los factores KIN y BAP y su interaccion. El valor del

coeficiente de variabilidad (CV = 1.94 %) indica la confiabilidad en los datos

analizados y la heterogeneidad en la respuesta de los explantas frente al efecto

de las citocininas antes citadas.

Tabla 9. Andlisis de varianza (ANVA) para el nimero promedio de hojas. Datos

registrados a los noventa dias de la siembra in vitro.

FV GL
Kin

BAP

Kinx BAP 9
Error 48
Total 63

CV: 1.94%. NS = No significativo.

SC
0.037
0.104
0.105
0.127
0.373

CM
0.012
0.035
0.012
0.003

FC Pr>F
4.65 ** 0.006
13.17 ** <0.0001
4.41 **  0.0003

**= Altamente significativo al 99% de probabilidades.

La prueba de significacion de Duncan (Tabla 21 del Anexo) indica que los

tratamientos 8, 7, 9 y 5 son superiores a los demas tratamientos.
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Figura 8. Representacion del efecto de cuatro dosis de kinetina (KIN) en cada nivel de

benzil aminopurina (BAP) en el numero de hojas en plantulas de kiwi (Actinidia

chinensis). Datos registrados a los noventa dias de la siembra in vitro.
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Dada la existencia de una alta significacion estadistica para la interaccion de los
factores KIN x BAP, se procedio a analizar el comportamiento de la KIN en cada
nivel de BAP y sus efectos en el nimero promedio de hojas (Fig. 8). Se encontrd
que, en ausencia de KIN, la incorporacion de 2 y 4 ppm de BAP en el medio de
cultivo, incrementan el nimero promedio de hojas en 2 y 6% respectivamente,
en comparacion con el tratamiento testigo (0 ppm BAP). Estos ligeros aumentos,
reflejan el efecto complementario del suministro exégeno de citocinina (BAP)
sobre la citocinina enddgena del explanta. Concentraciones superiores de BAP
(8 ppm), no producen mejoras adicionales en el numero promedio de hojas.

La mejor respuesta en términos de numero promedio de hojas por explanta ha
sido obtenida con 0.4 ppm de KIN. Al combinar éste nivel de KIN con 2, 4y 8
ppm de BAP, el nimero promedio de hojas pasoé de 2.66 a 2.73 y 2.78 hojas por
explanta, respectivamente. No sucede o mismo cuando se combinan los otros
niveles de KIN (0.8 y 1.6 ppm) con 2, 4 y 8 ppm de BAP, pues el niumero
promedio de hojas es menor y decreciente a la vez. Finalmente, se determino
gue, en ausencia de BAP, el numero promedio de hojas se incrementa conforme
se eleva la dosis de KIN de 0 a 0.4 ppm (2.71 hojas por explanta), se optimiza
con 0.8 ppm (2.72 hojas por explanta) y desciende con 1.16 ppm (2.62 hojas por
explanta) de KIN.

Nuestros resultados confirman lo afirmado por Werner et al. (2001) y Huan et al.
(2004) en el sentido que las citocininas juegan un papel fundamental en la
organogeénesis vegetal, ya que inducen la formaciéon de hojas y brotes y
aumentan la velocidad de desarrollo y la germinacion de la semilla. Sin embargo,
contradicen las afirmaciones de estos mismos autores quienes afirman que
concentraciones  superiores de  citoquininas, permiten  aumentar
significativamente el nimero de hojas por explante en michay rojo (Berberidopsis
corallina). En nuestro caso, concentraciones superiores a 0.8 ppm de kin

reprimen al proceso de formacion de hojas.

Sanchez et al. (2009) sostienen que la 6-bencilaminopurina es una citocinina
sintética que se utiliza en concentraciones de 0,1 a 1 mg/l para promover la
divisién celular y la induccién de yemas y nuevas hojas. En consistencia con esta

afirmacion, Saire Apaza (2012) determin6 que con la aplicacién de 0.5 mg/L de
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Bencil Amino Purina se logra el mayor nimero promedio de hojas (4.65 hojas)
en yacon (Smallanthus sonchifolius Poepp & Endl). Por su parte, Mamani Beatriz
(2005) también sostiene que el uso de 0.5 mg/L de BAP reduce el tiempo de
formacién de dos hojas a 17 dias para la fresa, variedad Sweet Charlie. En la
presente investigacion, la sola presencia de 4 ppm BAP en el medio provoco la
formacion de 2.69 hojas por explanta en el lapso de 90 dias, promedio que
ademas de ser inferior a los arriba sefialados, no mejora con dosis superiores de
esta misma citocinina. Es posible entonces que los mayores requerimientos de
BAP para la formacién de hojas en las plantas in vitro de kiwi estén asociadas al
genotipo y la caracteristica lefiosa de sus tejidos que dificultan el proceso
organogénico en comparacion con las especies vegetales inicialmente

mencionadas.

4.2.4. NUmero promedio de yemas

La KIN no tiene efecto estadistico alguno en el nimero promedio de yemas por
explanta. Contrariamente, la BAP y la interaccion de los factores KIN x BAP
afectan significativamente a esta variable. El coeficiente de variabilidad (CV =
2.06 %), ademas de la confiabilidad de los datos, indica la heterogeneidad en la

respuesta de los explantas frente al efecto de las citocininas aplicadas.

Tabla 10. ANVA para el numero promedio de yemas. Datos registrados a los

noventa dias de la siembra in vitro.

FV GL SC CM FC Pr>F
Kin 3 0.007 0.002 0.71NS 0.5479
BAP 3 0.071 0.024 7.04** 0.0005
KinxBAP 9 0.111 0.012 3.64* 0.0016
Error 48 0.162 0.003

Total 63 0.351

CV: 2.06% NS = No significativo. ** = Altamente significativo al 99% de probabilidades.

En la Tabla 23 del anexo, el tratamiento 8 es numéricamente es superior con

respecto al resto de tratamientos.
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Figura 9. Representacion del efecto de cuatro dosis de kinetina (KIN) en cada uno de
los niveles de benzil aminopurina (BAP) en el nimero de yemas en plantulas
de kiwi (Actinidia chinensis). Datos registrados a los noventa dias de la

siembra in vitro.

En ausencia de KIN, el aumento de la dosis de BAP en el medio de cultivo, de O
a 2 y 4 ppm genera una respuesta creciente en el numero promedio de yemas
por explanta, el cual se incrementa de 2.72 a 2.77 y 2.82 yemas por planta,
respectivamente (Fig. 9). Dosis superiores a 4 ppm (8 ppm) reprimen la
formacion de yemas y reducen su nimero promedio a 2.78 por planta. Un efecto
similar al descrito fue observado en el cultivo de Taya (Caesalpinia spinosa), por
Nufiez (2017) quien califica como mejor tratamiento para la fase de multiplicacion
la concentracién 0,25 ppm de BAP, pues le permitié obtener 96.6% brotacion y
en 30 dias logré un explanta establecido, vigoroso y con un promedio 2.07

yemas.

De modo semejante, en ausencia de BAP, el nimero promedio de yemas por
planta se incrementa de 2.72 a 2.82 y 2.89 conforme el nivel de KIN en el medio
se aumenta de 0 a 0.4 y 0.8 ppm, respectivamente. Niveles superiores de KIN
(1.6 ppm) reprimen la formacion de yemas y reducen su numero a 2.84 yemas
por planta. Con menores concentraciones de KIN, Martinez (2012), observé una
tendencia a la formacion de yemas multiples en la base de los explantas de sorgo

(Sorghum bicolor) cultivados en medio de cultivo con 0,10 y 0,21 ppm de KIN.
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Estos resultados coinciden con los de Baskarana y Jayabalan, (2005) quienes

sostienen que la KIN incrementa la formacion de yemas mdltiples.

Con excepcion de la combinacién 0.4 ppm de KIN y 8 ppm de BAP, que optimizan
el nimero promedio de yemas por planta, ubicandolo en 2.93, todas las deméas
combinaciones de estas citocininas tienden a disminuir el nimero promedio de

yemas por planta de kiwi.

4.3. Fase de Enraizamiento

Nuestros resultados ponen en evidencia que la inclusién de las citocininas (KIN,
BAP) en el medio de cultivo tienen un efecto positivo en el enraizamiento in vitro
del kiwi, pues no solo mejoran el nimero de raices adventicias sino también la
longitud de las mismas. Aparentemente estos resultados serian contradictorios
a lo sefalado por la literatura respecto al rol fisioldégico de las citocininas, pues el
analisis de sus efectos individuales muchas veces deja entrever el traslape de
sus efectos con el de las giberelinas y auxinas, lo cual incluye su rol en la
estimulacion de la division y elongacion celular, iniciacion de tallos y/o formacion
de yemas y expansion foliar, eliminacion de la dominancia apical y retraso de la
senescencia (Opik and Rolfe 2005), pero en ninglin caso se cita a la promocién
del proceso rizogénico. Este traslape es probablemente el resultado de sus
interacciones con otras fitohormonas y no el de una duplicidad de funciones
(Opik and Rolfe 2005).

En consecuencia, debe considerarse que las respuestas morfogénicas de las
especies vegetales resultan de la interaccion hormonal a nivel celular; es decir
gue, dentro de las células se encuentran los diferentes tipos de hormonas y la
respuesta visible de su accién deriva del balance hormonal entre promotores e
inhibidores del crecimiento y desarrollo vegetal. Dentro de los primeros debe
tomarse en cuenta el balance entre auxinas, giberelinas y citocininas. Si en el
balance predomina la auxina, obviamente el resultado mas claro sera la emisién
de raices adventicias. Por su parte, el predominio de la citocinina en el balance
hormonal desencadena una serie de procesos que concluyen con el brotamiento
y mejoramiento de la biomasa aérea. En todos los casos estas respuestas
pueden ser mejoradas y/o modificadas con la incorporacion de reguladores del

crecimiento en los medios de cultivo.
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Quizas uno de los ejemplos mejor estudiados de tales interacciones son las
relaciones establecidas entre las concentraciones de las auxinas y las citocininas
en la determinacion del desarrollo de tejidos vegetales in vitro dados por Miller
en 1957, quien demostr6 que la relacién auxina: citocinina, y no sus
concentraciones absolutas, determina el tipo de tejidos que seran producidos
(Opik and Rolfe 2005).

Desde esta perspectiva, la incorporacion de citocininas puede contribuir al
mejoramiento del proceso rizogénico, no como resultado de su propio rol
fisioldgico sino como consecuencia de su participacion en el balance hormonal
auxina: citocinina que las células del explanta requieren para la formacion de
raices adventicias. En efecto, algunas investigaciones muestran que el pre
tratamiento con auxinas puede sobre regular la expresion de los receptores de
las citocininas (Gordon et al. 2009); por tal motivo, una concentracion mas o
menos igual de las dos hormonas hace que las células sigan indiferenciadas,
formando masas de tejido llamadas callos. Cuando la concentracién de auxina
es superior, el tejido indiferenciado organiza raices; y, con una concentracion
superior de citocinina, se forman yemas. Por tanto, con un cuidadoso equilibrio
de las dos hormonas se puede producir raices y yemas, y, por lo tanto, una planta
(Rost et al. 1998).

4.3.1. Namero promedio de raices adventicias de primer orden.

El ANVA obtenido a partir de los datos de la Tabla 20 del anexo, indica que, tanto
la KIN como la BAP y su interaccion, tienen efectos estadisticos altamente
significativos en el numero promedio de raices adventicias de primer orden por
planta (Tabla 11).
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Tabla 11. ANVA para el niumero promedio de raices adventicias de primer orden.

Datos registrados a los noventa dias de la siembra in vitro.

FV GL SC CM FC Pr>F
Kin 3 0.051 0.017 3.84** 0.0152
BAP 3 0.213 0.071 15.98* <0.0001
Kin x BAP 9 0.214 0.024 5.37* <0.0001
Error 48 0.214 0.004
Total 63 0.691

CV: 2.53% NS = No significativo. **=Altamente significativo al 99% de probabilidades.

La prueba de significacion Duncan, evidencia que la mejor respuesta fue

obtenida con el tratamiento 7 (Tabla 25 del anexo)

El andlisis de la interaccion (Fig. 10) evidencia que en ausencia de KIN, el
numero promedio de raices por planta se optimiza y alcanza un valor de 2.6, con
4 ppm de BAP. En llacon, Saire Apaza (2012), logré un mayor numero de raices
(5.40 raices por planta) con la aplicacion de 0.5 ppm de BAP. En fresa variedad
Sweet Charlie, Mamani (2005), obtuvo un mayor nimero de raices (1.6 raices

por explanta) en el medio que contenia 0.5 ppm de BAP.
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Figura 10. Representacion del efecto de cuatro dosis de kinetina (KIN) en cada uno de
los niveles de benzilaminopurina (BAP) en el nimero de raices adventicias de
primer orden en plantulas de kiwi (Actinidia chinensis). Datos registrados a los

noventa dias de la siembra in vitro.
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De otro lado, en ausencia de BAP, el nimero promedio de raices adventicias de
primer orden por planta de kiwi, alcanza su maximo valor (2.7 raices por planta)
con 0.8y 1.6 ppm de KIN. Esto indica que concentraciones de KIN superiores a
0.8 ppm, no mejoran la capacidad de enraizamiento in vitro del kiwi.

De todas las combinaciones de KIN y BAP probadas en la presente
investigacion, la que mejor estimula la rizogénesis in vitro del kiwi, es la formada
por 0.4 ppm de KIN y 4 ppm de BAP, pues ha permitido obtener un promedio de
2.78 raices por planta. Otras citocininas tienen efectos parecidos al descrito; por
ejemplo, Garcia Ramirez et al. (2012), determin6 que al adicionar 0.6 ppm de
tiadiazuron (TDZ) al medio de cultivo se obtuvieron los mayores porcentajes de
formacién de raices (88.2%) en explantas de Bambusa vulgaris var. vulgaris
(bambu) y estas fueron emitidas mostrando un geotropismo positivo. El TDZ a
pesar de ser una citocinina del grupo de las fenilureas, ha sido empleada en los
medios de cultivo de enraizamiento in vitro de Bambusa atra, Dendrocalamus
giganteus y Dendrocalamus hookeri incrementando los porcentajes de

enraizamientos en estas especies (Ramanayake et al. 2006).

4.3.2. Namero promedio de raices adventicias de primer orden

El ANVA para la variable nimero promedio de raices adventicias de primer orden
(Tabla 12) muestra una alta significacion estadistica para el factor AGs. Lo
contrario ocurre para la interaccién de factores. El coeficiente de variabilidad (CV

= 3.06 %), confiere confiabilidad a los datos.

Tabla 12. Andlisis de varianza (ANVA) para el nimero promedio de raices
adventicias de primer orden. Datos registrados a los noventa dias de la

siembra in vitro.

FV GL SC CM FC Pr>F
AGs(a) 2 0.258 0.129 20.54* 0.0001
Ana (n) 0.015 0.008 1.20NS 0.324
axn 0.294 0.007 1.17NS 0.356
Error 8 0.113 0.006

Total 26 0.415

AN

CV: 3.06% NS = No significativo. ** Altamente significativo al 99% de probabilidades.
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La ausencia de significacion estadistica para la interaccién de los factores en
estudio (Tabla 12) sugiere el estudio e interpretacion del efecto de cada factor
en estudio (AGz y ANA) en el nUmero promedio de raices adventicias de primer
orden (Figuras 11y 12).
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Figura 11. Representacion del efecto de tres dosis de acido giberélico (AGs) en el
numero de raices adventicias de primer orden en plantulas de kiwi (Actinidia

chinensis). Datos registrados a los noventa dias de la siembra in vitro.
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Figura 12. Representacion del efecto de tres dosis de acido naftalenacético (ANA) en
el nimero de raices adventicias de primer orden en plantulas de kiwi
(Actinidia chinensis). Datos registrados a los noventa dias de la siembra in

vitro.
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El aumento de las dosis de AGz en el medio de cultivo, de 0 a 0.2 y 0.4 ppm
genera una respuesta creciente en el niumero promedio de raices adventicias de
primer orden, el cual se incrementa de 5.18 a 5.61 y 6.41 raices por planta,
respectivamente (Figura 11). La incorporacion de ANA en el medio de cultivo
(Figura 12) 0 a 0.01 ppm genera una respuesta creciente, el cual se incrementa

de 5.57 a 5.85, dosis superiores a esta (0.1 ppm) tienen un efecto negativo.

En este sentido, los resultados obtenidos se pueden relacionar con
investigaciones similares de otros investigadores, quienes trabajaron con
diferentes especies vegetales. Por ejemplo, Taiz y Zeiger (2006), mencionan que
la relacion auxina/citoquinina regula la morfogénesis en cultivos de tejidos de la
siguiente manera: relaciones altas de auxina/citoquinina estimulan la formacion

de raices.

El efecto del ANA de incrementar el nimero de raices y de acelerar la induccion
de las mismas ha sido ampliamente estudiado en numerosos estudios de

fisiologia vegetal (Hartmann y Kester, 2001; Salisbury y Ross, 2000).

Quero (2004) en el cultivar de pifia Espafiola Roja experimentd con cuatro dosis
de ANA 0,0; 0,25; 0,5y 1,0 mg/l logrando el proceso de rizogénesis en todos los

tratamientos, pero el mayor niumero de raices lo alcanzo con 0,5 mg/l de ANA.

Viola 'y Franz (1989) utilizaron un medio MS con NAA (0,3 — 0,5 mg/L) e indujo a

un nivel alto de enraizamiento 40 — 80% en el cultivo de Gentiana lutea.

Suarez et al. (2006) reporta el uso de dosis de 0 a 1 mg/lt de ANA en la fase de
enraizamiento in vitro de roble (Tabebuia rosea bertol DC) con un 100% de

enraizamiento.

Quintero et al. (2003) en Dioscorea sp indican que a medida que aumento la
dosis de ANA, el numero de raices fue mayor hasta registrar 3.6 raices por planta
con dosis de 0.9 mg/L., menor a las utilizadas en esta investigacion. Se encontré
gue en otros estudios realizados en donde han utilizado el ANA para el desarrollo
de raices, las concentraciones utilizadas son menores o iguales a 1.0 mg/L.
(Kalimuthu et al. (2006).
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4.3.3. Longitud de raices adventicias de primer orden

El ANVA para la variable longitud promedio de raices adventicias de primer orden
(cm) (Tabla 12), muestra una alta significacion estadistica para el factor BAP e
interaccion KIN x BAP.

Tabla 13. ANVA para el numero promedio (cm) de longitud de raices adventicias
de primer orden. Datos registrados a los noventa dias de la siembra in
vitro.

FV GL SC CM FC Pr>F
Kin(@ 3 1.614 0538 2.18NS 0.1028
Bap(b) 3 8083 2.694 10.91* <0.0001
axb 9 9.934 1.104 4.47*  0.0003
Error 48 11.856 0.247

Total 63 31.487
CV: 10.25% NS = No significativo. ** Altamente significativo al 99% de probabilidades.
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Figura 13. Representacion del efecto de cuatro dosis de kinetina (KIN) en cada uno de
los niveles de benzil aminopurina (BAP) en la longitud (cm) de raices
adventicias de primer orden. Datos registrados a los noventa dias de la siembra

in vitro.
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El andlisis estadistico de la interaccion de los factores en estudio (Fig. 13)
muestra que en usencia de KIN, las raices adventicias de primer orden con la
mayor longitud promedio (5.13 cm) fueron formadas bajo el efecto de 4 ppm de
BAP. Contrariamente, en ausencia de BAP, las raices adventicias de primer
orden con la mayor longitud promedio (5.46 cm) fueron formadas bajo el efecto
de 0.4 ppm de KIN, ello demuestra que la KIN es diez veces mas efectiva que la

BAP como promotora del proceso de alargamiento radicular in vitro del kiwi.

La combinacion hormonal de mayor efectividad en la promocion del alargamiento
radicular del kiwi estuvo compuesta de 0.8 ppm de KIN y 4 ppm de BAP, con la
cual se obtuvieron raices con una longitud promedio de 5.83 cm, la cual
representa un incremento del 65 % en comparacion con el tratamiento testigo (0

ppm BAP +0 ppm KIN), cuya longitud promedio (cm) fue de 3.54 cm.

El efecto estimulante de la BAP en el alargamiento radicular también ha sido
descrito por otros investigadores, tales como Apaza (2012), quien afirma que la
incorporacion de 0.5 ppm de BAP en el medio de cultivo incrementé la longitud

promedio de raices de yacén (Smallanthus sonchifolius) a 6.14 cm.

4.3.4 Longitud de raices adventicias de primer orden

Tanto el AGsz y la interaccion de factores en estudio (AGs y ANA), tienen efectos
estadisticos altamente significativos (Tabla 14) para la longitud (cm) promedio
de raices adventicias de primer orden, datos que son base para el analisis de
este estudio (Tabla 23 del anexo). Lo contrario ocurre para el factor en estudio
ANA donde no existe significacidn estadistica. El valor del coeficiente de
variabilidad (CV = 8.95 %) lo cual nos indica confiabilidad en los datos

analizados.
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Tabla 14. Andlisis de varianza (ANVA) para la longitud (cm) promedio de raices
adventicias de primer orden. Datos registrados a los noventa dias de la
siembra in vitro.

FV GL SC CM FC Pr>F
AGz(a) 2 7.226 3.613 27.96* 0.0001
Ana(n) 2 0.096 0.048 0.37 NS 0.694
axn 4 1753 0.438 3.39* 0.031
Error 8 2326 0.129

Total 26 11.402
CV: 8.95% NS = No significativo. **= Altamente significativo al 99% de probabilidades.

El analisis de la interaccion de los factores en estudio (AGz y ANA) (Figura 14)
evidencia que en ausencia AGs, la longitud (cm) promedio de raices adventicias
de primer orden por planta, se optimiza y alcanza un valor de 7.7 cm, con 0.1
ppm de ANA.
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Figura 14. Representacion del efecto de tres dosis del 4cido giberélico (AG3) en cada
uno de los niveles de 4cido naftalenacético (ANA) en la longitud (cm) de raices
adventicias de primer orden en plantulas de kiwi (Actinidia chinensis). Datos

registrados a los noventa dias de la siembra in vitro.

De otro lado, en ausencia de ANA, la longitud (cm) promedio de raices
adventicias de primer orden por planta, alcanza su maximo valor 4.76 cm bajo el
efecto de 0.4 ppm de AG3.
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En este sentido, los resultados obtenidos se pueden relacionar con
investigaciones similares de otros investigadores, quienes trabajaron con
diferentes especies vegetales. Por ejemplo, George, 2008. Con el incremento de
la auxina activa en relacion favorable con el alargamiento de la raiz en sabila

(Aloe vera).

4.3.5 Numero promedio de raices adventicias de segundo orden

El ANVA para la variable numero promedio de raices adventicias de segundo
orden (Tabla 15), muestra una alta significacion estadistica para los factores en
estudio AGz y ANA. Lo contrario ocurre para la interaccion de factores. El
coeficiente de variabilidad (CV = 3.15 %) nos indica confiabilidad en los datos

analizados.

Tabla 15. Analisis de varianza (ANVA) para el numero promedio de raices
adventicias de segundo orden. Datos registrados a los noventa dias de
la siembra in vitro.

FV GL SC CM FC Pr>F
AGsz(@) 2 066 0.33 41.60* 0.0001
Ana (n) 0.095 0.047 5.98*  0.01
axn 4 0.068 0.17 2.14NS 0.118
Error 8 0.143 0.008
Total 26 0.965
CV: 3.15% NS = No significativo.  **= Altamente significativo al 99% de probabilidades

N

La ausencia de significacion estadistica para la interaccion de factores en estudio
(Tabla 15), sugiere el estudio e interpretacion del efecto de cada factor en estudio
(AGsz y ANA), en el numero promedio de raices adventicias de segundo orden
(Figuras 15y 16).
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Figura 15. Representacion del efecto de tres dosis de &cido giberélico (AGs) en el
namero de raices adventicias de segundo orden en plantulas de kiwi (Actinidia

chinensis). Datos registrados a los noventa dias de la siembra in vitro.
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Figura 16. Representacion del efecto de tres dosis de acido naftalenacético (ANA) en
el nimero de raices adventicias de segundo orden en plantulas de Kkiwi
(Actinidia chinensis). Datos registrados a los noventa dias de la siembra in

vitro.
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El aumento de las dosis de AGz en el medio de cultivo, de 0 a 0.2 y 0.4 ppm
genera una respuesta creciente en el nimero promedio de raices adventicias de
segundo orden, el cual se incrementa de 5.89 a 7.08 y 8.05 raices por planta,
respectivamente (Figura 15). La incorporacion de BAP en el medio de cultivo
(Figura 16) 0 a 0.01 ppm ANA genera una respuesta creciente, el cual se
incrementa de 6.66 a 7.48, dosis superiores a esta (0.1 ppm) tienen un efecto

negativo.

En este sentido, los resultados obtenidos se pueden relacionar con
investigaciones similares de otros investigadores, quienes trabajaron con
diferentes especies vegetales. Por ejemplo, Raven et al. (1992) el &acido
naftalenacetico (ANA) es una auxina sintética utilizada normalmente para inducir

la formacion de raices adventicias.

Gaspar y Couman (1987); Gaspar y Hofinger (1988) y Hartmann et al. (1997)
guienes indican que las auxinas son las que presentan mayores efectos en la
formacion de raices adventicias ya que las yemas son la principal fuente de

auxinas enddgenas y permiten la rizogenesis en ausencia de la auxina exogena.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

1. En la fase de introduccion del material experimental (semilla botanica) al
sistema in vitro se ha obtenido el 89% de germinacion en medio Murashige &
Skoog (1962), complementado con 2 ppm BAP y 0.5 ppm ANA.

2. En la fase de establecimiento in vitro, las plantulas con la mayor longitud
promedio de eje caulinar (6.28 cm) fueron obtenidas con 0.8 ppm KIN; asi
mismo, el mayor nimero promedio de brotes por plantula (1.41) fue obtenido
con 0.4 ppm KIN, mientras que los mayores numeros promedio de hojas (2.78)
y yemas (2.93) se obtuvieron con las combinaciones de 0.4 ppm KIN y 8 ppm
BAP.

3. La combinacion de KIN y BAP que mejor estimul6 la rizogénesis in vitro del
kiwi (2.78 raices adventicias de primer orden por planta) estuvo formada por
0.4 ppm KIN y 4 ppm BAP. El aumento de las dosis de AG3, de 0 a 0.2y 0.4
ppm, incrementd el nimero promedio de raices adventicias de primer orden
de 5.18 a 5.61 y 6.41 raices por planta, respectivamente. Contrariamente, en
ausencia de AGs, la longitud promedio de raices adventicias de primer orden

por planta, se optimizé y alcanz6 un valor de 7.7 cm con 0.1 ppm de ANA.
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ANEXO 1. Datos obtenidos en la evaluacion de los resultados

Tabla 16. Resultados de la Fase de Establecimiento para la variable longitud promedio (cm) del

eje caulinar. Datos registrados a los noventa dias de la siembra in vitro.

Datos Originales

Trat R1 R2 R3 R4 Total Prom Prom
1 4.71 467 451 433 18.22 456 5.57
2 5.25 5.64 5.73 55 22.12 5.53
3 5.84 6.02 575 5.73 23.34 5.84
4 6.17 582 6.69 6 24.68 6.17
5 5.98 573 533 5.85 22.89 5.72
6 5.91 5.6 6.03 5.88 23.42 5.86
7 5.93 5.67 585 597 23.42 5.86
8 6.4 5.84 6 6.06 24.30 6.08
9 6.24 6.31 6.24 6.31 25.10 6.28
10 6 6.08 5.77 6.16 24.01 6.00
11 4.84 5 524 512 20.20 5.05
12 5.17 507 5.27 5.11 20.62 5.16
13 5.51 546 522 519 21.38 5.35
14 5.21 505 555 5.81 21.62 5.41
15 5.24 488 537 5.2 20.69 5.17

16 4.97 5.03 5.26 5.14 20.40 5.10
Total 89.37 87.87 89.81 89.36 356.41 89.10

Promedios de los niveles de KIN en cada uno de los niveles de BAP

Niveles de Niveles de k
b ko K0.4 K0.8 K1.6
0 4.56 5.72 6.28 5.35
2 5.53 5.86 6 5.41
4 5.84 5.86 5.05 5.17
8 6.17 6.08 5.16 5.1
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Tabla 17. Prueba de significacion de Duncan al 5 % de probabilidades en la Fase de
Establecimiento para la longitud promedio (cm) del eje caulinar. Datos registrados a los noventa

dias de la siembra in vitro.

TRT KIN BAP  MEDIA SIGNIFICACION

9 0.8 0 6.2750 A

4 0 8 6.1700 B A

8 0.4 8 6.0750 B A C
10 0.8 2 6.0025 B D A C
6 0.4 2 5.8550 B D E C
7 0.4 4 5.8550 B D E C
3 0 4 5.8350 D E C
5 0.4 0 5.7225 D E

2 0 2 5.5300 F E

14 1.6 2 5.4050 F G

13 1.6 0 5.3450 F G H
15 1.6 4 5.1725 G H
12 0.8 8 5.1550 G H
16 1.6 8 5.1000 G H
11 0.8 4 5.0500 H
1 0 0 4.5550 |
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Tabla 18. Resultados de la Fase de Establecimiento para la variable nimero promedio brotes.

Datos registrados a los noventa dias de la siembra in vitro.

Datos Originales

TRAT R1 R2 R3 R4 TOTAL PROM

1 0.7 0 1.2 1 2.9 0.73
2 1.6 0.9 1.4 1.3 5.2 1.30
3 1.4 1.4 11 0.6 4.5 1.13
4 0.7 0.9 0.7 0.8 3.1 0.78
5 0.9 0.7 0.8 0.8 3.2 0.80
6 11 1 1 1.3 4.4 1.10
7 1 0.9 11 1 4 1.00
8 11 0.9 1 11 4.1 1.03
9 0.8 0.7 0.6 0.6 2.7 0.68
10 13 11 0.8 1.4 4.6 1.15
11 0.9 0.6 1.2 0.6 3.3 0.83
12 0.6 0.6 0.8 0.6 2.6 0.65
13 0.7 0.4 0.8 0.3 2.2 0.55
14 0.7 0.7 0.5 0.4 2.3 0.58
15 0.6 0.6 0.8 0.6 2.6 0.65

16 0.7 0.6 0.4 0.5 2.2 0.55
Total 14.8 12 14.2 12.9 53.9 13.48
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Datos Transformados Y=vX + 1

Trat R1 R2 R3 R4 Total Prom Prom
1 1.304 1 1.4832 1414 5.20 130 1.35
2 1.612 1.37840488 1.5492 1.517 6.06 1.51
3 1.549 1.54919334 1.4491 1.265 5.81 1.45
4 1.304 1.37840488 1.3038 1.342 5.33 1.33
5 1.378 1.30384048 1.3416 1.342 5.37 1.34
6 1.449 1.41421356 1.4142 1517 5.79 1.45
7 1.414 1.37840488 1.4491 1.414 5.66 1.41
8 1.449 1.37840488 1.4142 1.449 5.69 1.42
9 1.342 1.30384048 1.2649 1.265 5.18 1.29
10 1.517 1.44913767 1.3416 1549 5.86 1.46
11  1.378 1.26491106 1.4832 1.265 5.39 1.35
12 1.265 1.26491106 1.3416 1.265 5.14 1.28
13 1.304 1.18321596 1.3416 1.14 497 1.24
14 1.304 1.30384048 1.2247 1.183 5.02 1.25
15 1.265 1.26491106 1.3416 1.265 5.14 1.28
16 1.304 1.26491106 1.1832 1.225 4.98 1.24

Total 22.14 21.08 2193 2142 86.56 21.64

Promedios de los niveles de KIN en cada uno de los niveles de BAP

Niveles de Niveles de k
b ko K0.4 K0.8 K1.6
0 1.3 1.34 1.29 1.24
2 1.51 1.45 1.46 1.25
4 1.45 1.41 1.35 1.28
8 1.33 1.42 1.28 1.24
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Niveles k Niveles b

k p b y

0 14 0 1.29
0.4 1.41 2 1.42
0.8 1.35 4 1.37
1.6 1.25 8 132

Tabla 19. Prueba de significacién de Duncan al 5 % de probabilidades en la Fase de
Establecimiento para las dosis de KIN y BAP en el nimero promedio de brotes. Datos

registrados a los noventa dias de la siembra in vitro.

DOSIS KIN MEDIA SIGNIFICACION DOSISBAP MEDIA  SIGNIFICACION
4 1.420 A 2 1.406 A
8 1.374 B A 0 1.399 A
1.6 1.320 B C 4 1.347 A
0 1.294 C 8 1.256 B

64



Tabla 20. Resultados de la Fase de Establecimiento para la variable nimero promedio de

hojas. Datos registrados a los noventa dias de la siembra in vitro.

Datos Originales

Trat R1 R2 R3 R4 Total Prom

1 57 55 54 53 219 5.48
2 57 53 62 57 229 5.73
3 6.2 63 64 6.1 25 6.25
4 63 67 59 6.1 25 6.25
5 63 64 65 61 253 6.33
6 59 6.2 6 6.2 243 6.08
7 63 6.2 65 69 259 6.48
8 69 7.1 67 62 269 6.73
9 6.6 66 63 6.1 256 6.40
10 6.5 6 56 59 24 6.00
11 59 65 57 61 242 6.05
12 59 53 57 59 228 5.70
13 6.1 6.1 57 56 235 5.88
14 54 58 56 57 225 5.63
15 6.1 57 6.1 6.1 24 6.00

16 58 57 62 56 233 5.83
Total 97.6 974 965 956 3871 96.78
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Trat R1
1 2.588
2 2.588
3 2.683
4 2.702
5 2.702
6 2.627
7 2.702
8 2.811
9 2.757
10 2.739
11 2.627
12 2.627
13 2.665
14 2.53
15  2.665
16  2.608

Total 42.62

Promedios de los niveles de KIN en cada uno de los niveles de BAP

Niveles de

b

0
2
4
8

Datos transformados Y=vX + 1

R2
2.54950976
2.50998008
2.70185122
2.77488739

2.7202941
2.68328157
2.68328157
2.84604989
2.75680975
2.64575131
2.73861279
2.50998008
2.66458252
2.60768096
2.58843582
2.58843582

42.57

ko
2.54
2.59
2.69
2.69

R3
2.5298
2.6833
2.7203
2.6268
2.7386
2.6458
2.7386
2.7749
2.7019

2.569
2.5884
2.5884
2.5884

2.569
2.6646
2.6833

42.41

R4 Total Prom
2,51 10.18 2.54
2.588 10.37 259
2.665 10.77 2.69
2.665 10.77  2.69
2.665 10.83 2.71
2.683 10.64 2.66
2811 1093 273
2.683 11.11 2.78
2.665 10.88 2.72
2.627 10.58 2.65
2.665 10.62 2.65
2.627 1035 2.59
2569 1049 2.62
2588 10.29 257
2.665 10.58 2.65
2569 1045 261
4224 169.84 42.46

Niveles de k
K0.4 K0.8
2.71 2.72
2.66 2.65
2.73 2.65
2.78 2.59
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Tabla 21. Prueba de significacién de Duncan al 5 % de probabilidades en la Fase de
Establecimiento para el nimero promedio de hojas. Datos registrados a los noventa

dias de la siembra in vitro.

TRT KIN BAP MEDIA SIGNIFICACION
8 0.4 8 2.778 A
7 0.4 4 2.733 B A
9 0.8 0 2.720 B A C
5 0.4 0 2.706 B A C
3 0 4 2.692 B D C
4 0 8 2.692 B D C
6 0.4 2 2.659 B E D C
11 0.8 4 2.654 F B E D c
15 1.6 4 2.645 F E D C
10 0.8 2 2.645 F E D c
13 1.6 0 2.621 F G E D
16 1.6 8 2.612 F G E D
2 0 2 2.592 F G E
12 0.8 8 2.588 F G E
14 1.6 2 2.573 F G
1 0 0 2.544 G
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Tabla 22. Resultados de la Fase de Establecimiento para la variable nimero promedio de

yemas. Datos registrados a los noventa dias de la siembra in vitro.

Datos originales

Trat R1 R2 R3 R4 Total Prom
1 6.4 6.7 6.3 6.1 255 6.38
2 6.4 6.5 7.1 6.7 267 6.68
3 7.5 6.8 7 6.6 279 6.98
4 6.8 7.1 64 6.6 269 6.73
5 7 69 72 6.7 278 6.95
6 6.6 7 6.8 7.2 276 6.90
7 7.1 69 72 7.5 287 7.18
8 7.5 8.2 76 7.1 304 7.60
9 7.5 72 74 73 294 7.35
10 7.7 7.1 7 72 29 7.25
11 6.9 76 68 7.1 284 7.10
12 6.7 5.9 6.7 7.1 264 6.60
13 7.1 76 66 7 28.3 7.08
14 6.6 7.3 6.6 6.5 27 6.75
15 7 64 73 6.8 275 6.88

16 6.7 6.5 6.6 66 264 6.60
Total 111.5 112 111 110 4439 111
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Trat R1
1 2.72
2 2.72
3 2.915
4 2.793
5 2.828
6 2.757
7 2.846
8 2.915
9 2.915
10 295
11 2.811
12 2.775
13  2.846
14 2757
15  2.828
16 2775

Total 45.15

Datos transformados Y =vX + 1

R2
2.77488739
2.73861279
2.79284801
2.84604989
2.81069386
2.82842712
2.81069386
3.03315018
2.86356421
2.84604989
2.93257566
2.62678511
2.93257566
2.88097206
2.7202941
2.73861279

45.18

R3

2.7019
2.846
2.8284
2.7203
2.8636
2.7928
2.8636
2.9326
2.8983
2.8284
2.7928
2.7749
2.7568
2.7568
2.881
2.7568
45.00

R4
2.665
2.775
2.757
2.757
2.775
2.864
2.915
2.846
2.881
2.864
2.846
2.846
2.828
2.739
2.793
2.757
44.91

Total Prom Prom
10.86 2.72 2.382
11.08 2.77
11.29 2.82
11.12  2.78
11.28 2.82
11.24 2.81
11.44  2.86
11.73 2.93
11.56  2.89
11.49 2.87
11.38 2.85
11.02 2.76
11.36 2.84
11.13 2.78
11.22 2381
11.03 2.76
180.23 45.06

Promedios de los niveles de KIN en cada uno de los niveles de BAP

Niveles de

b

0
2
4
8

ko
2.72
2.77
2.82
2.78

Niveles de k
K0.4 k0.8
2.82 2.89
2.81 2.87
2.86 2.85
2.93 2.76
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Tabla 23. Prueba de significaciéon de Duncan al 5 % de probabilidades en la Fase de
Establecimiento para el nimero promedio de yemas. Datos registrados a los noventa

dias de la siembra in vitro.

TRT KIN BAP MEDIA SIGNIFICACION
8 0.4 8 2.931 A
9 0.8 0 2.889 B A
10 0.8 2 2.872 B A C
7 0.4 4 2.858 B D A C
11 0.8 4 2.845 E B D A C
13 1.6 0 2.840 E B D A C
3 0 4 2.823 E B D C
5 0.4 0 2.819 E B D c
6 0.4 2 2.810 E B D F C
15 1.6 4 2.805 E B D F c
14 1.6 2 2.783 E D F C
4 0 8 2.779 E D F C
2 0 2 2.769 E D F
16 1.6 8 2.756 E F
12 0.8 8 2.755 E F
1 0 0 2.715 F
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Tabla 24. Resultados de la Fase de Enraizamiento para la variable nimero promedio de raices
adventicias de primer orden. Datos registrados a los noventa dias de la siembra in

vitro.

Datos originales

Trat R1 R2 R3 R4 Total Prom

1 5.1 54 43 49 197 4.93
2 53 5.2 6.3 56 224 5.60
3 5.5 6 57 538 23 5.75
4 5.5 5.6 57 54 222 5.55
5 6.1 5.8 56 54 229 5.73
6 53 5.4 5.8 5 215 5.38
7 6.8 6.9 6.9 64 27 6.75
8 6.1 6.5 6.6 6 25.2 6.30
9 6.4 6.6 6 6.2 252 6.30
10 5.8 5.8 59 66 241 6.03
11 5.4 5.3 6 58 225 5.63
12 6.4 6.1 63 63 251 6.28
13 5.8 6.8 6.2 63 251 6.28
14 6.2 6.2 6.3 6.2 249 6.23
15 6.8 6.1 6.1 6.2 252 6.30

16 7.1 5.6 58 65 25 6.25
Total 95.6 953 955 946 381 95.25
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Trat

© 00 N oo U b W N R

S N S
o U A W N L O

Total

Promedios de los niveles de KIN en cada uno de los niveles de BAP

R1
2.47
2.51
2.55
2.55
2.665
2.51
2.793
2.665
2.72
2.608
2.53
2.72
2.608
2.683
2.793
2.846
42.22

Niveles de

b

0
2
4
8

R2
2.52982213
2.48997992
2.64575131
2.56904652
2.60768096
2.52982213
2.81069386
2.73861279
2.75680975
2.60768096
2.50998008
2.66458252
2.79284801
2.68328157
2.66458252
2.56904652

42.17

ko
2.43
2.57

2.6
2.56

Datos transformados Y=vX + 1

R3
2.3022
2.7019
2.5884
2.5884

2.569
2.6077
2.8107
2.7568
2.6458
2.6268
2.6458
2.7019
2.6833
2.7019
2.6646
2.6077

42.20

R4 Total
2429 9.73
2.569 10.27
2.608 10.39
253 10.24
2.53 10.37
2.449 10.10
272 11.13
2.646 10.81
2.683 10.81
2.757 10.60
2.608 10.29
2.702 10.79
2.702 10.79
2.683 10.75
2.683 10.81
2.739 10.76
42.04 168.63

Niveles de k
K0.4 K0.8
2.59 2.7
2.52 2.65
2.78 2.57
2.7 2.7
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Prom Prom

2.43
2.57
2.60
2.56
2.59
2.52
2.78
2.70
2.70
2.65
2.57
2.70
2.70
2.69
2.70
2.69
42.16

K1.6
2.7
2.69
2.7
2.69

2.63



Tabla 25. Prueba de significacion de Duncan al 5 % de probabilidades en la Fase de
Establecimiento para el nimero promedio de raices adventicias de primer orden.

Datos registrados a los noventa dias de la siembra in vitro.

TRT KIN BAP MEDIA SIGNIFICACION
7 0.4 4 2.783 A
8 0.4 8 2.701 B A
15 1.6 4 2.701 B A
9 0.8 0 2.701 B A
12 0.8 8 2.697 B A
13 1.6 0 2.696 B A
16 1.6 8 2.690 B A
14 1.6 2 2.687 B A
10 0.8 2 2.650 B C
3 0 4 2.598 B C D
5 0.4 0 2.593 B C D
11 0.8 4 2.573 C D
2 0 2 2.567 C D
4 0 8 2.559 C D
6 0.4 2 2.524 E D
1 0 0 2.432 E
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Tabla 26. Resultados de la Fase de Enraizamiento para la variable nimero promedio de raices
adventicias de primer orden. Datos registrados a los noventa dias de la siembra in

vitro.

Datos originales

Trat Rl R2 R3 Total Prom

5 47 52 149 4.97
52 55 51 158 527
54 53 52 159 530
52 52 55 159 530
55 56 57 168 5.60
51 58 69 178 5093
7.1 6 6.2 193 643

® N O U A W N R

69 66 65 20 6.67
9 56 65 63 184 6.13
Total 51 51.2 52.6 154.8 51.60

Datos transformados Y = VX + 1
Trat R1 R2 R3 Total Prom Prom
1 2.44949 23875 2.49 7.33 244 259
2.48998 2.5495 2.4698 7.51 2.50
2.52982 251 2.49 7.53 2.51
2.48998 2.49 2.5495 7.53 251

2
3
4
5 2.54951 2.569 2.5884 7.71  2.57
6 2.46982 2.6077 2.8107 7.89 2.63
7 2.84605 2.6458 2.6833 8.18 2.73
8 2.81069 2.7568 2.7386 831 2.77
9 2.56905 2.7386 2.7019 8.01 2.67

Total  23.20 23.25 23.52  69.98 23.33
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Promedios de los niveles de AG; en cada uno de los niveles de ANA

Niveles de Niveles de a
n a0 AO0.2 A0.4
0 4.97 5.3 6.43
0.01 5.27 5.6 6.67
0.1 5.3 5.93 6.13
Niveles a Niveles n
a p n p
0 5.18 0 5.57
0.2 5.61 0.01 5.85
0.4 6.41 0.1 5.79

Tabla 27. Prueba de significacién de Duncan al 5 % de probabilidades en la Fase de
Enraizamiento para el nUmero promedio de raices adventicias de primer orden.

Datos registrados a los noventa dias de la siembra in vitro.

DOSIS AGs  MEDIA SIGNIFICACION DOSIS ANA MEDIA  SIGNIFICACION
0.4 6.41 A 0.01 5.85 A
0.2 5.61 B 0.1 5.79 B A
0 5.18 B 0 5.57 B A
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Tabla 28. Resultados de la Fase de Enraizamiento para la variable promedio (cm) de longitud
de raices adventicias de primer orden. Datos registrados a los noventa dias de la

siembra in vitro.

Datos originales

Trat R1 R2 R3 R4 Total Prom Prom
1 395 337 365 318 14.15 3.54 4.85
2 422 472 497 463 18.54 4.64
3 529 502 516 504 2051 5.13
4 5.3 518 477 476 20.01 5.00
5 536 547 519 581 21.83 5.46
6 487 467 499 478 1931 4.83
7 536 537 529 531 2133 5.33
8 499 507 528 533 20.67 5.17
9 572 549 531 501 2153 5.38
10 472 484 511 529 19.96 4.99
11 8.44 4.63 5.2 505 23.32 5.83
12 417 452 493 4383 1845 4.61
13 4.9 496 456 477 19.19 4.80
14 4.66 4.7 461 416 18.13 4.53
15 4.02 4.05 45 421 16.78 4.20

16 4.1 393 431 428 16.62 4.16
Total 80.07 75.99 77.83 76.44 310.33 77.58

Promedios de los niveles de KIN en cada uno de los niveles de BAP

Niveles de Niveles de k
b ko K0.4 K0.8 K1.6
0 3.54 5.46 5.38 4.8
2 4.64 4.83 4.99 4.53
4 5.13 5.33 5.83 4.2
8 5 5.17 4.61 4.16
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Tabla 29. Prueba de significaciéon de Duncan al 5 % de probabilidades en la Fase de
Establecimiento para longitud (cm) de raices adventicias de primer orden. Datos

registrados a los noventa dias de la siembra in vitro.

TRT KIN BAP MEDIA SIGNIFICACION
11 0.8 4 5.830 A
5 0.4 0 5.457 B A
9 0.8 0 5.382 B A C
7 0.4 4 5.332 B D A C
8 0.4 8 5.167 B D A C
3 0 4 5.127 B D A C
4 0 8 5.002 B D E C
10 0.8 2 4.990 B D E c
6 0.4 2 4.827 F B D E C
13 1.6 0 4.797 F B D E c
2 0 2 4.635 F B D E C
12 0.8 8 4.612 F D E C
14 1.6 2 4.532 F D E
15 1.6 4 4.195 F G E
16 1.6 8 4.155 F G
1 0 0 3.537 G
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Tabla 30. Resultados de la Fase de Enraizamiento para la variable promedio de longitud (cm)
de raices adventicias de primer orden. Datos registrados a los noventa dias de la

siembra in vitro.

Datos originales

Trat R1 R2 R3 Total Prom Prom
1 333 324 346 10.03 334 401
2 3.27 318 328 9.73 3.24
3 3.08 335 339 9.82 3.27
4 3.74 4.08 3.6 1142 3381
5 343 437 532 1312 437
6 462 461 505 1428 476
7 5.01 455 472 1428 4.76
8 417 453 422 1292 431

9 437 417 425 1279 4.26
Total 35.02 36.08 37.29 108.39 36.13

Promedios de los niveles de AGs en cada uno de los niveles de ANA

Niveles de Niveles de a
n a0 A0.2 A0.4
0 3.34 3.81 4.76
0.01 3.24 4.37 4.31
0.1 3.27 4.76 4.26
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Tabla 31. Prueba de significacion de Duncan al 5 % de probabilidades en la Fase de
Enraizamiento para longitud (cm) de raices adventicias de primer orden. Datos

registrados a los noventa dias de la siembra in vitro.

TRT AGs ANA MEDIA SIGNIFICACION
6 0.2 0.1 4.760 A
7 0.4 0 4.760 A
5 0.2 0.01 4.373 B A
8 0.4 0.01 4.306 B A
9 0.4 0.1 4.263 B A
4 0.2 0 3.806 B C
1 0 0 3.343 C
3 0 0.1 3.273 C
2 0 0.01 3.243 C

Tabla 32. Resultados de la Fase de Enraizamiento para la variable nimero promedio de raices
adventicias de segundo orden. Datos registrados a los noventa dias de la siembra in

vitro.

Datos originales

Trat R1 R2 R3 Total Prom

1 6.1 55 54 17 5.67
2 5.4 63 64 18.1 6.03
3 6 6.1 5.8 17.9 5.97
4 6.1 65 7.2 19.8 6.60
5 7.3 74 74 22.1 7.37
6 7.1 75 7.2 21.8 7.27
7 8.1 7.1 79 23.1 7.70
8 9 9.5 8.6 27.1 9.03

9 6.9 8.6 6.8 22.3 7.43
Total 62 645 627 189.2 63.07
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Datos transformados Y =vX + 1

Trat R1 R2 R3 Total Prom Prom
1 2.66458 2.5495 2.5298 7.74 2.58 2.82
2 2.52982 2.7019 2.7203 7.95 2.65
3 2.64575 2.6646 2.6077 7.92 2.64
4 2.66458 2.7386 2.8636 8.27 2.76
5 2.88097 2.8983 2.8983 8.68 2.89
6 2.84605 29155 2.8636 8.63 2.88
7 3.01662 2.846 2.9833 8.85 295
8 3.16228 3.2404 3.0984 9.50 3.17

9 2.81069 3.0984 2.7928 8.70 2.90
Total  25.22 25.65 2536 76.23 2541

Promedios de los niveles de AGs en cada uno de los niveles de ANA

Niveles de Niveles de a
n a0 a0.2 a0.4
0 5.67 6.6 7.7
0.01 6.03 7.37 9.03
0.1 5.97 7.27 7.43
Niveles a Niveles n
a p n p
0 5.89 0 6.66
0.2 7.08 0.01 7.48
0.4 8.05 0.1 6.89
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Tabla 33. Prueba de significacion de Duncan al 5 % de probabilidades en la Fase de
Enraizamiento para el numero promedio de raices adventicias de segundo orden.

Datos registrados a los noventa dias de la siembra in vitro.

DOSIS AGs  MEDIA SIGNIFICACION DOSIS ANA MEDIA  SIGNIFICACION
0.4 8.05 A 0.01 7.48 A
0.2 7.08 B 0.1 6.89 B A
0 5.89 C 0 6.66 B
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ANEXO 2. Cambio o repique del kiwi del medio MS 1962 a sustrato (aserrin de pino)

Figura 17. Imagen del proceso de repique o cambio de sustrato del kiwi: (A) Desinfeccién de la

planta, (B) Planta completa con sus raices, (C) Colocando la planta dentro del vaso con
sustrato, (D) Llenado de sustrato hasta cubrir las raices, (E) y (F) Tapado y sellado de

frascos y (G) y (H) Adaptacion en el cuarto de cultivo por quince dias.-
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