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RESUMEN

Los berries nativos del Pert poseen un elevado valor nutritivo; sin embargo, solo algunas
han sido domesticadas. Presentan caracteres muy variables como frutos de diferentes
tamanos, calidad y sabor que hacen de estas especies un banco genético muy importante para
los programas de mejoramiento. El objetivo del presente trabajo es evaluar el crecimiento in
vitro de dos especies de berries nativos del Perd como Vaccinium floribundum Kunth y
Macleania rupestris Kunth A. C. Smith, conocidas como “pushgay” y “alicon”,
respectivamente; utilizando diferentes medios de cultivos, suplementado con diferentes
concentraciones de citoquininas (zeatina y kinetina). El medio de cultivo basal utilizado fue
el medio de Lloyd y McCown (1980), conocido como Woody Plant (WP) y como
reguladores de crecimiento, soluciones madre de zeatina 1000 ppm y kinetina 1000 ppm. Se
trabajo en un ambiente controlado de crecimiento, con temperatura de 22 °C +/- 2°C,
fotoperiodo de 8/16 horas y luminosidad de 47,74 pumol.m™.s. El disefio experimental fue
el completamente al azar (DCA) con cuatro tratamientos y siete repeticiones, durante un
periodo de 120 dias. Las variables respuestas fueron longitud del explante, nimero de hojas,
namero de brotes y nimero de raices. Los datos obtenidos fueron analizados por analisis de
varianza simple (ANOVA) y la prueba de Tukey, donde se obtuvo diferencias significativas
en cada una de las variables respecto a los tratamientos aplicados. Se observo que las
caracteristicas fenotipicas fueron mejores en los tratamientos suplementados con kinetina,
obteniéndose explantes con mayor longitud, entrenudos mas largos, con hojas mas verdes y
presencia de raiz; a diferencia con la zeatina, en donde solo se observaron callos. Se concluyé
que el mejor medio de propagacion para “pushgay” es el medio suplementado con kinetina

1.0 ppm y para “alicon” es el medio suplementado con kinetina 0.5 ppm.

Palabras claves: micropropagacion, “pushgay”, “alicon”, Vaccinium floribundum,
Macleania rupestris.
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ABSTRACT

Peruvian native berries have a high nutritional value; however, only few of them have been
domesticated. Their fruits have different sizes, quality and flavor that make these species a
very important genetic bank for breeding programs. The objective of this research is to assess
the in vitro propagation of two species of Peruvian native berries, namely, Vaccinium
floribundum Kunth and Macleania rupestris Kunth A. C. Smith -known as “pushgay” and
“alicon”, respectively- using different culture media, supplemented with different cytokinin
concentrations (zeatin and kinetin). The basal culture medium used was Lloyd and
McCown’s medium (1980), known as Woody Plant (WP), and, as growth regulators, stock
solutions of zeatin 1000 ppm or kinetin 1000 ppm. Work was carried out in a controlled
environment, with a temperature of 22 °C +/- 2 °C, photoperiod of 8/16 hours and 47.74
umol.m2.s luminosity. The experimental design used was a completely random (DCA),
involving four treatments and seven repetitions, during a period of 120 days. The response
variables were length of the explant, number of leaves, number of shoots and number of
roots. The data were analyzed by a simple variance analysis (ANOVA) and Tukey test,
where significant differences were obtained in each of the variables. It was observed that the
treatments supplement with Kinetin were better, resulting in explants with longer length,
longer internodes, greener leaves and root presence, whereas in the treatment with zeatin,
only calluses were observed. It was concluded that the propagation medium for “pushgay”
is the one supplemented with 1.0 ppm kinetin and, for “alicon” the medium supplemented

with 0.5 ppm kinetin.

Keywords: micropropagation, “pushgay”, “alicon”, Vaccinium floribundum, Macleania
rupestris.
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l. INTRODUCCION

La familia Ericaceae es considerada como una de las familias méas representativas ya que
cuenta con gran nimero de géneros y especies presentes en los ecosistemas de paramo y
bosques andinos, ésta cuenta con alrededor de 125 géneros y 4500 especies identificadas a
lo largo del planeta y estan presentes en todos los continentes a excepcion de la Antartida
(Luteyn, 2007; Salinas y Betancourt, 2005). Esta familia posee una distribucién amplia a
nivel de cuatro centros de alta biodiversidad ubicadas en Australia, Himalaya, Sur de Africa
y en los Neotrdpicos (Luteyn y Pedraza, 2008). Las Ericaceas se caracterizan por ser arbustos
rastreros o erguidos de pequefio a mediano porte cuyos frutos son comestibles, tanto para el

hombre como para la fauna del ecosistema (Salinas y Betancourt, 2005).

Dentro de la familia Ericaceae se encuentran los asi llamados “berries nativos del Pertl”,
Vaccinium floribundum Kunth y Macleania rupestris Kunth A. C. Smith. La primera especie
es conocida en Perti como “pushgay”, se distribuye naturalmente en Venezuela, Colombia,
Ecuador, Pert (Luteyn, 2002). La segunda especie es conocida como “alicon” y se encuentra
distribuida a lo largo de Nicaragua, Costa Rica, Panama, Venezuela, Colombia, Ecuador y
Perd, ocupando nichos desde los 2000 msnm hasta los 4267 msnm (Mora, 1987).

El “pushgay” es un arbusto rastrero, perenne, longevo, miden de 30 cm hasta 2 metros de
altura (Tapia y Fries, 2007). Las hojas son alternas, miden hasta 2 cm de largo, coriaceas,
lanceoladas, de borde aserrado (Palacios, 1982). La inflorescencia se presenta en racimos de
6 a 10 flores, los frutos son bayas pequefias redondas que estan dispuestas en racimos, son
de color azul-violaceo. Su raiz alcanza a medir un metro y siempre esta dispuesta o crece en
forma horizontal (Tapia y Fries, 2007). Segun Tapia y Fires (2007), se diferencian

claramente hasta cuatro variedades comestibles: “pushgay negro”, “pushgay colorado”,

“pushgay menudo” y “pushgay blanco”, una variedad que es toxica llamada mio mio.



“Alicon” es un arbusto de 1 a 5 metros de altura, ramificado con ramas largas hasta 2.5
metros y tallos subterrdneos de reserva; hojas grandes ovadas a elipticas con nervadura
acrodoma (Abril, 2010; Fernandez, 2012); inflorescencia racimosa con flores tubulares rojas
con el borde blancuzco; el fruto carnoso es una baya morado-trasparente a negrode 0.8a 1.5
cm de didmetro y 1.5 a 3.5 gramos por fruto con abundante semilla pequefia; la pulpa tiene
un color claro con sabor dulce y agradable (De Valencia y De Carrillo, 1991; JBJCM, 2006).

Los frutos de estas dos especies son muy importantes debido a las propiedades nutricionales
y su elevado valor nutritivo, contiene fotoquimicos que pueden reducir el riesgo de
enfermedades crénicas (Pennington y Fisher, 2009), como son la presencia de antocianinas
que le confieren el color al fruto y son reconocidas como sustancias con propiedades
antioxidantes y que intervienen en el metabolismo celular humano disminuyendo la accion
de los radicales libres, asociados al envejecimiento, cancer, enfermedades cardiacas y
Alzheimer (Coria et al., 2008). Segun el Diario Gestion (2017), la Dra. Antonietta Gutiérrez
Rosati detallé que se han analizado muestras de frutos de “pushgay”, encontrandose que
contiene hasta tres veces mas antioxidantes que para los frutos de arandanos que actualmente
se comercializan en el mercado, lo cual, hace al “pushgay” un producto de alto valor
comercial. En el caso del “alicon” ha sido denominada como especie promisoria de los
ecosistemas de alta montafia por sus propiedades alimenticias y medicinales en el convenio

Andrés Bello propuesto en el afio 2003 (Acero y Bernal, 2003).

Los frutales nativos como las especies mencionadas, han sido utilizados por todas las
culturas desde tiempos inmemoriables; sin embargo, solo algunos han sido domesticados, la
mayoria continGan en estado silvestre (Sanjinés et al., 2006).

En los ultimos afios se ha prestado atencion sobre la importancia comercial de las especies
en mencion, planteandose la necesidad de dar inicio a un programa de mejoramiento
genético y domesticacién. Para ello es importante estudiar metodologias que permitan
propagar vegetativamente a estas especies como lo dijo la Dra. Antonietta Gutiérrez Rosati
(Comunicacion personal, 16 de mayo del 2019).

Las técnicas de propagacion clonal se conocen y aplican en nimeros cultivos, la propagacién
a través del cultivo in vitro ofrece ventajas frente a la propagacion vegetativa tradicional,

como son: velocidad en la obtencion de individuos, permite producir plantas libres de



patdgenos a lo largo de todo el afio y mantener colecciones de germoplasma de respaldo
(Gonzalez et al., 2000; Ostrolucka et al., 2004; Reed y Abdelnour-Esquivel 1991).

La aplicacién de la técnica de micropropagacion requiere en primer lugar estandarizar
determinados protocolos y lo que es mas importante conseguir la formulacion mas optima
del medio de cultivo dptimo. La presente investigacion se ocupa precisamente de esto ultimo,
mediante la optimizacion del uso de citoquininas en el medio de cultivo in vitro ya que posee

un valor comercial muy importante.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Familia Ericaceae

En la familia Ericaceae se encuentran aproximadamente 125 géneros, dentro de los cuales
hay 4500 especies en el mundo (Luteyn, 2007). Los géneros mas representativos son
Cavendishie (150 spp.), Thibaudia (60 spp.), Psammisie (60 spp.), Vaccinium (450 spp.),
Maclenia (40 spp.), Disterigma (40 spp.), Gaylussacia (40 spp.), Gualtheria (37 spp.) y
Ceratosteme (34 spp.), (Huamantupa, 2008).

Botanicamente las Ericaceas se conocen por ser arbustos pequefios de hasta 3.5 m de altura
con hojas pequefia, coriaceas, elipticas a ovado lanceoladas, margenes finamente aserrados
y generalmente perennes. Las inflorescencias son racimos que salen de las axilas de los tallos
y hojas, con 6 a 10 flores pequefias con simetria radial con un céliz de 4-6 sépalos libres,
corola 4-5 pétalos unidos en forma de tubo, estambres generalmente el doble que los sépalos
con las anteras en posicién invertida; un ovario supero (a excepcion del género Vaccinium);
corola con forma de olla de color blanco, rosa o rojo. El fruto es una capsula o baya esférica
de 5 a 8 mm de didmetro (Infoagro, 2009).

2.2.  Género Vaccinium

El género Vaccinium es uno de los méas grandes con 450 especies distribuidas desde Asia
hasta los Andes. En América, este género se encuentra geograficamente distribuido en zonas
tropicales donde alcanza su mayor diversidad; encontrandose al noreste de Sur América
(Colombia, Ecuador, Per(, Bolivia y Venezuela), en donde han sido descritas 40 especies,
las que se desarrollan entre los 1400 a 4350 msnm en paramos y bosques hiumedos montanos
(Sanjinés et al., 2006).

Las especies de este género son arbustos siempre verdes que varian de tamafio, desde porte

muy bajo de 0,3 m hasta 5,0 m de altura, pudiendo ser plantas de porte erecto o rastrero. El



sistema radicular se compone de una red de raices superficiales que al envejecer se cubre
con una fina corteza gris. Las hojas son alternas, dentadas o aserradas, con peciolos cortos,
pueden ser caducas o0 perennes, ovales o lanceoladas y poseen estomas solo en el envés; las
flores son pedunculadas, pueden ser terminales o axilares y presentarse solitarias o en
racimos, con diferentes tonos como blanco, rosado poco intenso y rojo, el ovario es infero
porque estd unido al caliz que tiene e cuatro a cinco dientes. La corola es acampanada y se
compone de cuatro a cinco lébulos, mientras que el androceo presenta de ocho a diez
estambres. El fruto desarrollado a partir de un ovario infero se clasifica como una falsa baya,
tiene un didmetro de 5 mm a 16 mm; en un principio presentan una coloracion verdosa
palida, luego purpura rojiza y finalmente durante la maduracion oscurecen completamente,

tiene un sabor dulce cuando son maduros, con grado de acidez variable (Huxley, 1992).

2.2.1. Vaccinium floribundum Kunth
2.2.1.1.0rigen y distribucion

Se encuentra presente en el Neotropico se concentran en el noreste de Sur América
(Colombia, Ecuador, Per y Venezuela) (Davila, 2001). En el Peru, el “pushgay” se registrd
en los departamentos de San Martin, Piura, Amazonas, Ancash, Cajamarca, La Libertad,
Lambayeque y Cusco. Especificamente en las provincias de Cajamarca, Chota, San Marcos,
Cutervo, Celendin, Hualgayoc y Santa Cruz en el departamento de Cajamarca (Razuri,
2014).

2.2.1.2. Taxonomia
La clasificacion taxonémica de V. floribundum Kunth es la siguiente:

Tabla 1: Descripcion taxondmica de Vaccinium floribundum Kunth

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Ericales

Familia: Ericaceae

Género: Vaccinium

Especie: Vaccinium floribundum Kunth




Nombres comunes en Ecuador “uva de los andes”, “mortifio”, “uva del monte”, “manzanilla
del cerro”, “raspadura del monte”; en Colombia “agraz” (Noboa, 2010); y en PerQ
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“pushgay”, “macha macha”, “congama”, “pushgay lanudo”, “pushgay negro”, “pushgay
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colorado”, “pushgay blanco”, “pirigay”, “pushgay menudo”.
2.2.1.3.Descripcion botanica

El V. floribundum Kunth es un arbusto rastrero, perenne, longevo, miden de 30 cm hasta 2
metros de altura (Tapia y Fries, 2007). Las hojas son alternas, miden hasta 2 cm de largo,
coriaceos, lanceolados, de borde aserrado (Palacios, 1982). La inflorescencia se presenta en
racimos de 6 a 10 flores, miden hasta 1,5 cm de largo. Las flores son pendulares de hasta 8
mm de largo, la corola es cilindrica con 4 o 5 dientes obtusos, de color blanco al inicio y se
tornan moradas cuando va a empezar la fructificacién. Los frutos son bayas pequefias
redondas que estan dispuestas en racimos, son de color azul-violaceo y su jugo es de color
purpura, a veces con una cubierta cerosa y su jugo es de color purpura. A raiz alcanza a
medir un metro y siempre esta dispuesta o crece en forma horizontal. Es perenne y empieza

a florecer con el inicio de épocas de lluvia (Tapia y Fries, 2007).
2.2.1.4. Variedades
Segln Tapia y Fires (2007), existen 6 variedades de “pushgay”:

- “pushgay negro grande”
Esta variedad alcanza un tamafio y color parecido al sauco, es de sabor muy dulce, contiene

bastante pulpa y tiene un mayor contenido de materia seca y azUcar.

- “pushgay colorado grande”
Se caracteriza por un tamafio y color parecido a la uva roja y es de un sabor dulce agradable,
contiene buena cantidad de pulpa y también tiene un mayor contenido de materia seca y

azucar.

- “pushgay menudo”
Puede ser de color negro o colorado (sangre de toro); pero es de tamafio muy pequefio con
residuos de la flor. Tiene poco contenido de liquido, pero si un alto contenido de azucar, es
muy dulce y oloroso; su rendimiento en pulpa y materia seca es menor, debido a la fibra o

cuticula de la piel.



“pushgay blanco”
Es de tamafio algo grande y la piel y pulpa son de color blanco verdoso brillante, y tiene un
sabor similar a la manzana. El tallo es de color blanco, con hojas verdosas blanquecinas y
los tallos y hojas son mas largos; este “pushgay” generalmente produce grandes racimos de
frutos.
- “pushgay” no comestible tdxico, llamado mio mio.

Esta variedad produce frutos mas grandes, semiplanos o achatados y muy parecidos al sauco,
de color rojo oscuro (como sangre de toro) y raras veces adquieren un color negro. El tamafio
de la planta es muy pequefio, es frondosa, ramificada o coposa y siempre se mantiene erecta;
las hojas son mas angulares y de un color verde amarillento oscuro. Esta especie se adapta o
se encuentra preferentemente en lugares himedos, pero siempre junto a las otras especies de
“pushgay”, donde hay presencia de ichu y chimchango que es un arbusto propio de estos
ecosistemas. EI mio mio no debe ser consumido ni por los animales ni por los seres humanos;
cuando se ingiere accidentalmente, ocasiona intoxicacion y en los animales puede llegar a

causar la muerte debido al alto contenido de cianuro.
2.2.1.5. Usos

El fruto de “pushgay” esta incluido dentro de los conocidos “frutos del bosque”, los cuales
tienen propiedades hipocaldricas, antioxidantes, nutritivas y medicinales, entre otras
(Fuentes, 2008). Los frutos y hojas de las especies de Vaccinium han sido usados
histéricamente con fines medicinales por nativos norteamericanos para combatir infecciones
urinarias, calculos del rifion, inflamaciones, como diurético y como astringente. Las
antocianinas, que le confieren el color azul al fruto, intervienen en el metabolismo celular
humano disminuyendo la accion de los radicales libres, asociados al envejecimiento, cancer,

enfermedades cardiacas y Alzheimer (Coria et al., 2008).

Los frutos desecados se usan para calmar la diarrea, las hojas se toman en infusion, pues
contienen arbutina que puede controlar la diabetes (ASPADERUC, 1997). Como alimento,
los frutos se consumen en fresco, como complemento en ensaladas de frutas, vegetales y
mezclados con cereales y yogurt. Por su sabor fuerte y agradable se lo utiliza en la
preparacion de salsas, acompafiamientos para diversos platos de carnes y preparaciones de
tipo gourmet, mermeladas, salsas para pancakes, waffles y pasteleria variada. En la industria,

son empleados en la fabricacion de tintes, tinturas y combustibles (Sanjinés et al., 2006).



2.3. Género Macleania

Las especies de dicho género pueden ser arbustos desordenados a compactos, terrestres o
epifitos, hojas alternas coriaceas continlo margenes enteros, venacion pinnada,
inflorescencia axilar o terminal, generalmente racemosas o subfaciculadas, con pocas a
muchas flores, raramente flores solitarias. Flores pentameras, sin olor, estivacion valvada,
caliz usualmente articulado con el pedicelo, raramente caliz continuo, hipanto cilindrico
corto a campanulado, a veces angulado o conspicuamente alado. Lobulos triangulares,
erectos después de la antesis, corola carnosa, elongada-urceolda a cilindrica, presentan 10
estambres, ovario infero, estilo filiforme tan largo como la corola o un poco més, fruto en
baya, generalmente esférico, negro azulado o blanco traslucido, semillas algunas veces con

cubierta muscilaginosa, embrion algunas veces verde (Hooker, 1837).
2.3.1. Macleania rupestris Kunth A. C. Smith
2.3.1.1.0rigen y distribucion

Macleania rupestris Kunth A. C. Smith es una especie endémica de los Andes que crecen
en estado silvestre. Se encuentra distribuida en la vertiente occidental de la Cordillera
Oriental y a ambos lados de la Cordillera Occidental de los Andes, entre 2500 a 3400 msnm
(Van den Eynden et al., 1999). Se encuentra en bosques, robledas, encenillales, matorrales
y paramos; también en bordes de caminos y linderos. Puede crecer en sitios muy pendientes
y escarpados, en suelos acidos y sobre afloramientos rocosos (Luteyn y Pedraza, 2008). Esta
especie se encuentra distribuida ampliamente desde Per( hasta el sur de México (Luteyn,
2007).

2.3.1.2. Taxonomia

La clasificacién taxondmica de M. rupestris Kunth A. C. Smith es la siguiente:



Tabla 2: Descripcion taxonomica de Macleania rupestris Kunth A. C. Smith

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Ericales

Familia: Ericaceae

Género: Macleania

Especie: Macleania rupestris Kunth A. C. Smith

Nombres comunes en Venezuela “cacagiiito”; en Ecuador “jopaya”, “gualicon”, “lucho”,
“ilucho”, “gualicon”; Colombia: “uva camarona”, “uvita”, “chanquilulo”, “uvo”, “hualicon
llucho”, “cacagiiito”, “hualicon llucho” (Acero y Bernal, 2003; Bernal et al., 2011) y en
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Peru: “alicon”, “manzanita”.
2.3.1.3.Descripcion botanica

Macleania rupestris Kunth A. C. Smith es un arbusto perenne de 0,6 a 3 m de altura con
ramificaciones casi desde la base del tallo (Acero y Bernal, 2003; Cardozo et al., 2009;
Lagos-Burbano et al., 2010). En ciertas ocasiones esta especie sobrevive junto con arboles
altos y sus ramas ascienden simulando a una especie bejucosa. Resiste a los vientos y heladas
y requiere una gran exposicion al sol (Rodriguez y Pefia, 1984). Los tallos poseen una corteza
clara, escamosa semi-escandente. Las hojas juveniles tienen una tonalidad de color rojo y
verde claro en su madurez, alternas, carnosas y coriaceas (Cardozo et al., 2009). Sus
inflorescencias son racemosas axilares con 4 a 20 flores; se distingue por tener flores con
sépalos cortos, sus flores son en forma de campana con un perianto y peddnculo de color
rosa a rojo (De Valencia y De Carrillo, 1991; Cardozo et al., 2009; Lagos-Burbano et al.,
2010 y Van den Eynden et al., 1999). Sus frutos son carnosos, dulces, presentan un color
morado-negro o rosado semejantes a las uvas de 10 a 12 mm de diametro con numerosas
semillas pequenas (98-150) (Van den Eynden et al., 1999 y Ceron, 1993). Su raiz es simple,

delgada y a veces presenta una estructura lignificada semi-redonda (Boni, 2016).
2.3.1.4. Usos

Esta especie aporta usos de gran importancia dentro de la medicina popular ya que sus frutos,

hojas y flores son utilizados contra la disenteria, diarrea cronica y también como astringente

9



y laxante (Lagos-Burbano et al., 2010). Sus frutos son empleados en la obtencion de
colorantes y en la elaboracion de mermeladas, salsas, néctares, vinos, uvas, pasas, caramelos,
licores, entre otros. Las hojas se usan en la elaboracion de cosméticos, por su contenido de

taninos (Corzo y Torres, 2011).

También se caracteriza por ser una especie colonizadora de areas naturales o antropogénicos
perturbados. Por ello su uso potencial no se basa Unicamente como un cultivo comercial sino
como un excelente restaurador de la tierra dentro de programas de reforestacion, ayudando
de ésta manera, en la proteccion de laderas erosionadas y en la restauracién de bosques

trasformados por el hombre (Luteyn, 2002).
2.4, Cultivo in vitro

Cultivo in vitro o micropropagacion es la técnica que ha logrado rapida aceptacion en la
industria y se esta practicando tanto en especies horticolas como en ornamentales y aun en
lefiosas. Esta metodologia presenta importantes ventajas sobre los métodos tradicionales de
propagacion, entre ellas (Abdelnour-Esquivel y Vincent, 1994):

Incremento acelerado del nimero de plantas derivadas por genotipo.

- Reduccion del tiempo de multiplicacion.

- Posibilidad de multiplicar grandes cantidades de plantas en una superficie reducida
a bajos costos y en un tiempo econémicamente 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.

- Posibilidad de multiplicar répidamente una variedad de la cual existen pocos

individuos.
2.4.1. Factores que intervienen en el cultivo de tejido
2.4.1.1.Explante

Es el 6rgano, tejido o fragmento de tejido, células, etc. extraido del material parental para
iniciar el cultivo in vitro. La eleccion del explante adecuado constituye el primer paso para
el establecimiento de los cultivos, este variara de acuerdo al objetivo perseguido (Abdelnour-

Esquivel y Vincent, 1994). Ademas, las plantas lefiosas presentan varias dificultades frente
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a plantas herbaceas. Muchas especies resultan ser recalcitrantes para el cultivo in vitro, y por
lo general se ha visto que con tejidos juveniles se tiene mayor éxito en las diversas técnicas
del cultivo de tejidos. Aparte de la edad del tejido, también influye el genotipo, el tipo de

tejido y la estacion o época del afio en que se obtuvo el explante (Ahuja, 1992).
2.4.1.2.pH

El grado de acidez o alcalinidad del medio de cultivo es importante y especifico para cada
tipo de plantas, al igual que el suelo, por lo que se hace necesario ajustarlo a los

requerimientos de la especie en estudio (Abdelnour-Esquivel y Vincent, 1994).
2.4.1.3.Intercambio gaseoso

Los gases mas corrientes son O2 (oxigeno), CO- (dioxido de carbono) y CzHa (etileno)
(Abdelnour-Esquivel y Vincent, 1994).

2.4.1.4.Humedad

En condiciones in vitro la humedad dentro de los recipientes es casi 100 por ciento. Por eso
la planta in vitro en general no desarrolla adecuados sistemas de regulacion hidrica tales

como cera, estomas, cuticula, etc. (Abdelnour-Esquivel y Vincent, 1994).
2.4.1.5.Luz

En condiciones in vitro clasicas, la intensidad y calidad de la luz es muy baja. Por ello, se
recomienda mezclar diferentes tipos de luz en una misma sala para tener diferentes tipos de
onda (Abdelnour-Esquivel y Vincent, 1994).

2.4.1.6. Temperatura

Es utilizado para conservacion del cultivo, limitando el crecimiento de la plantula a baja

temperatura (Fairlie et al., 1999).
2.4.1.7.Medio de cultivo

Consiste de una mezcla de determinadas sustancias sobre o dentro del cual los explantes
(indculos). Para su uso, el medio de cultivo se esteriliza ya sea en autoclave o por filtracion

a traveés de filtros de papel miliporosos (Abdelnour-Esquivel y Vincent, 1994).
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Un medio de cultivo puede ser definido como una formulacion de sales inorganicas y
compuestos organicos requeridos para la nutricion y multiplicacion de los cultivos.
Basicamente, los medios de cultivo e componen de compuestos que suministran (Levitus et
al., 2010):

- Fuente de carbono: Practicamente todos los cultivos son heterdtrofos
(comparativamente unos pocos son autotrofos) y por ende necesitan del suministro
de una fuente de carbono. La sacarosa, en concentraciones de 2 al 5 por ciento, es el

azUcar mas utilizado.

- Nutrientes minerales: Los medios de cultivo deben suministrar los mismos macro
y micronutrientes que son esenciales para el crecimiento de las plantas enteras. En
general se destacan las concentraciones relativamente altas de nitrégeno y potasio.
El nitrégeno es suministrado en forma de amonio y/o nitrato. También se pueden
utilizar urea, glutamina y caseina hidrolizada. Es fundamental que el hierro sea
incorporado juntamente con un agente quelante (Na:EDTA), lo que lo hace

disponible es un amplio rango de pH.

- Sustancias vitaminicas: De todas las que cominmente se incorporan a los medios,
pareciera que la tiamina es la Unica realmente imprescindible para el buen

crecimiento de los cultivos.

- Sustancias reguladoras del crecimiento: En la mayoria de los casos los medios
utilizados para el establecimiento de los cultivos contienen auxinas (ANA, 2,4-D,
AlA, AIB, NOA, Dicamba, Picloram) y/o citoquininas (BA, KIN, ZEA, 2iP,
Thidiazurdén). Las giberelinas (especialmente GA3) son requeridas en algunas
ocasiones para el cultivo de meristemas o para la elongacion de brotes. EI ABA, es

usado en algunos casos.

- Agente gelificante (en el caso de medios semisdlidos): EI agar (entre 0,6 y 1 por

ciento) es el compuesto mas utilizado.

- Otros compuestos: Muchas sustancias, de variada composicién quimica, suelen ser

adicionadas a los medios basicos. Ademas de la glicina, otros aminoacidos se pueden
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agregar a los medios. El carbon activado (0,1 a 5 por ciento) suele ser incorporado al
medio, dado que es probable que absorba metabolitos toxicos para los cultivos.

2.4.2. Propagacion de Vaccinium floribundum Kunth

Siendo una especie silvestre, es muy poco lo que se ha investigado sobre formas de
propagacion; sin embrago, se han realizado trabajos de propagacion con otras especies
silvestres diferentes a V. floribundum los cuales sirven de referencia para el trabajo de

investigacion a desarrollar.

Los trabajos de micropropagacion o propagacion in vitro con ardndano (V. corymbosum)
consiste en la proliferacion de una estaquilla, a partir del tejido extraido desde una yema
axilar y cultivada en un medio nutritivo, compuesto por macro y microelementos; ademas

de reguladores de crecimiento (Mufioz, 1988 y Buzeta, 1997)

El medio de cultivo que se usa cominmente en la propagacion de Vaccinium es el medio de
Loyd y McCown (1980), conocido como Woody Plant Medium (WPM) o modificaciones
de este. De los mdltiples estudios llevados a cabo sobre propagacién in vitro de diversas
especies del género Vaccinium se ha visto que la eficiencia de la propagacion es influenciada
por el balance y tipo de reguladores de crecimiento y por el tipo de medio de cultivo que se
utiliza, reportandose que las plantas producidas por el cultivo in vitro tienen un crecimiento
vigoroso y superior en el campo frente a planta propagadas por métodos tradicionales
(Debnath, 2006).

2.4.3. Propagacién de Maclenia rupestris Kunth A. C. Smith

Las semillas constituyen un recurso indispensable para la conservacion y propagacion el
germoplasma (Pallardy, 2008). Para el caso de semillas con eficiente grado de madurez, su
germinacion en condiciones de invernadero y laboratorio suele darse en corto tiempo, siendo
el crecimiento de las plantulas muy lenta, especialmente cuando no existe asociacion con

micorrizas, alcanzando 12 cm en 12 meses de desarrollo vegetativo (Acero y Bernal, 2003).

Se han realizado investigaciones de propagacion in vitro de Macleania rupestris. Este
proceso consiste en promover la germinacion de las semillas en medios Murashige y Skoog
(MS) y % Murashige y Skoog (MS) suplementados con agar, sucrosa y sin fitorreguladores
logrando el 100 por ciento de germinacion a la cuarta semana de siembra (Guzman et al.,
2005).
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Para ambas especies, el CIRGEBB inicio en el afio 2015 trabajos de investigacion tendientes
a establecer medios de micropropagacion llegando a la conclusion que el medio WP
suplementado con citoquininas da resultados positivos. Esto es corroborado por Wolfe et al.,
(1983) donde realizaron un trabajo en el cual probaron 7 medios de cultivo para arandano,
llegando a la conclusion que el mejor medio de cultivo fue el “Woody Plant Medium”
(WPM) descrito por Lloyd y McCown (1980) es muy Util para esta especie.

2.5. Citoquinina

Las citoquininas forman un numeroso grupo de fitohormonas, en el que son reconocidas mas
de 30 entre formas activas e inactivas (Mok y Mok, 2001). Se trata de derivados de la base
adenina que en su posicion N6 muestra varias substituciones, no teniendo la adenina sola,
efecto hormonal alguno. El reconocimiento que las citoquininas pudiesen corresponder a
hormonas vegetales se inicié con el descubrimiento de la kinetina en la época de los 50,
siendo este un artefacto (alteracion indeseada introducida en una muestra de tejido) producto
de la degradacion del ADN en espermatidas de arenque sometidas al autoclavado

(temperatura y presion).

Su efecto hormonal fue visualizado rapidamente al inducirse, en compafia de auxina,
diferentes tipos de morfogénesis en tejidos de tabaco y de otras especies bajo condiciones in
vitro. Un alto nivel de citoquinina vs. auxina provocaba la formacién de brotes en tejidos
derivados de explantes de médula, mientras que con niveles bajos de citoquininas y/o
conjuntamente niveles altos de auxina, se observaba la formacion de masas celulares no
organizadas (callos) y la formacién de raices con gradientes mayores de auxina (Skoog y
Miller, 1965). Posteriormente se descubrid la existencia natural de citoquininas en diferentes
especies (como también en procariontes) siendo la zeatina, inicialmente hallada en semillas
de maiz (Zea mays) la mas frecuente y abundante, junto a su ribésido (Letham, 1973). Junto
a la zeatina se detectaron otros compuestos de accion semejante en el endosperma liquido

de coco o “agua de coco” (Caplin y Steward, 1948).

Segun su origen se pueden distinguir dos tipos de citoquininas: aquellas naturales generadas
por las plantas; y artificiales, sintetizadas por el hombre. Todas las citoquininas naturales se
generan a partir de DMAPP y 5’-AMP vy su sintesis acontece principalmente en la raiz,

aunque también en el meristemo apical y en semillas inmaduras (Kakimoto, 2003).
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Las citoquininas se localizan en ambos sistemas conductores, floema y xilemay su presencia
se considera como una posible sefial vinculada con un déficit de nutrientes en el suelo (Squeo
y Cardemil, 2006).

Es considerado el responsable de los procesos de division celular, entre los que se encuentran
la formacion y crecimiento de brotes axilares, la germinacion de semillas, la maduracion de
cloroplastos, la diferenciacion celular (Klee y Estelle, 1991) y también el control de varios
procesos vegetales como el retardo de la senescencia y en la transduccién de sefales
(Sakakibara, 2006). Su participacion en el desarrollo floral también es importante, regulando

este proceso en algunas especies (Chen, 1991).
2.5.1. Efectos fisiologicos
2.5.1.1.Promueven la divisién celular

La aplicacion de citoquininas estimula la progresion del ciclo celular. En primer lugar, a
nivel de la fase G1, citoquininas mas otras hormonas (auxinas) inducen la acumulacién de
ciclinas y por tanto promueven un nuevo ciclo celular. Citoquininas también estimularian la

entrada a la fase M, probablemente por activacion de una fosfatasa (Smith y Atkins, 2002).
2.5.1.2.Provocan la iniciacion de brotes, organogénesis y androgénesis

Las citoquininas causan una dominancia apical reducida o anulada, con brotacién y
crecimiento de yemas axilares. Pueden iniciar brotes adventicios en porciones de las hojas,
venas y peciolos intactos (Howell et al., 2003). Junto a auxinas, promueven la produccién
de tejidos no organizados denominados callos, de los cuales es también posible inducir la
formacion de brotes y/o raices, como también de embriones somaticos conducentes a
plantas. Gran parte de las respuestas de totipotencia celular, de morfogénesis in vitro y de
regeneracion de plantas, ocurre en presencia de niveles apropiados de citoquininas vs.

auxinas (Coenen y Lomax, 1997).
2.5.1.3.Demoran o retrasan la senescencia

Uno de los efectos de las citoquininas es retardar la senescencia de las hojas, provocando
que las hojas permanezcan mas tiempo verdes por mayor contenido de clorofila y
funcionales. Las citoquininas permiten el desarrollo de cloroplastos (con formacién de

granas) en oscuridad, reemplazando parcialmente la demanda de luz. Una mayor
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permanencia de clorofilas activas implica para la hoja y la planta la conservacion de la
sintesis de proteinas y consiguiente transcripcion de varios genes. Esto se ha demostrado con
la expresion de varias bandas de proteinas que no son visualizadas cuando el tejido envejece
(Smith y Atkins, 2002).

2.5.1.4.Activan yemas laterales en dormancia

La sobreproduccion de citoquininas resulta en una dominancia apical fuertemente reducida

y en plantas la generacidn de entrenudos mas cortos (Smith y Atkins, 2002).

2.5.1.5.Intensifican la expresion de “demanda” en el transporte de savia elaborada a

nivel del floema

Algunos estudios han sugerido que niveles muy bajos de nitrégeno en el suelo (NO3 6 NH4)
resulta en una reduccion del nivel de citoquininas. Lo contrario, un incremento del N en el
suelo provoca un aumento del nivel de citoquininas, lo que a su vez conlleva a una regulacion
positiva de genes que, involucrados en respuesta a esta hormona, como los genes ARRs tipo
A (A-ARRs) (Howell et al., 2003).

2.5.2. Mecanismos de accién

Las citoquininas son las hormonas vegetales de la cual existe menor informacién en cuanto
a biosintesis, metabolismo y transduccion de sefiales. Sin embargo, recientemente se han
descrito algunos mecanismos de accién. Las citoquininas se encuentran tanto en el apoplasto
como en el simplasto, de manera que se asume la existencia de transportadores especificos
a este nivel. Se ha demostrado que estas hormonas son primero percibidas por proteinas
histidina-quinasas y que la transduccion de la sefial por ellas provoca una fosforilacion en su
porcion conservada y con transferencia del grupo fosforilo a un regulador de respuesta mas
distante (Kakimoto, 2003).
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I1l. METODOLOGIA

3.1. Materiales
3.1.1. Material vegetal

Para el experimento se emplearon pléntulas in vitro de Vaccinium floribundum Kunth y
Macleania rupestris Kunth A. C. Smith mantenidas en el Banco in vitro por el Centro de
Investigacion de Recursos Genéticos, Biotecnologia y Bioseguridad (CIRGEBB) de la

Universidad Nacional Agraria La Molina.
3.1.2. Medio de cultivo

El medio de cultivo empleado fue el de Loyd y McCown (1980), conocido como Woody
Plant (WP) (Anexo 1).

3.1.3. Reguladores de crecimiento

- Solucién madre de zeatina 1000 ppm

- Solucién madre de kinetina 1000 ppm
3.1.4. Materiales del laboratorio

- Algodén

- Pinza

- Bisturi

- Estilete

- Cinta de embalaje

- Parafilm™

- Pabilo

- Envase de vidrio de 500 ml

- Pipetas graduadas de 10ml, 5mly 2 ml



- Placas Petri

- Probetas de 1000 ml, 100 ml y 50 ml

- Puntas de micropipeta de 10-200 pl y 100-1000 pl
- Vasos de precipitado

- Mechero
3.1.5. Equipos

- Autoclave

- Balanza analitica

- Camara de flujo laminar

- Camara fotografica digital

- Congeladora de -20°C

- Desionizador de agua

- Horno de secado

- Horno microondas

- Potenciometro

- Purificador de H20

- Refrigeradora

- Ambiente Controlado de Crecimiento.
o Temperatura: 22 °C +/- 2°C
o Fotoperiodo: 8/16 hrs

o Luminosidad: 47,74 umol.m?2.s
3.2. Métodos
3.2.1. Preparacion de medios de cultivos

Se prepar6 medios de cultivo que constituyeron los tratamientos a evaluar, siendo estos:

- Medio CONTROL: Componentes del medio Loyd y McCown (1980),
suplementado con sacarosa al 2 por ciento y agar al 0.6 por ciento. pH = 5.6

- Medio CIRGEBB: Componentes del medio Loyd y McCown (1980), suplementado

con zeatina al 0.5 ppm, sacarosa al 2 por ciento y agar al 0.6 por ciento. pH = 5.6
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- Medio A: Componentes del medio Loyd y McCown (1980), suplementado con
kinetina al 0.5 ppm, sacarosa al 2 por ciento y agar al 0.6 por ciento. pH = 5.6

- Medio B: Componentes del medio Loyd y McCown (1980), suplementado con

kinetina al 1.0 ppm, sacarosa al 2 por ciento y agar al 0.6 por ciento. pH = 5.6
3.2.2. Homogenizacion

Las plantulas de las cuales se obtuvieron los microesquejes para el desarrollo de los
experimentos fueron cultivadas durante 60 dias en medio Loyd y McCown (1980), en
condiciones controladas de temperatura, fotoperiodo y luminosidad; a esto se denomina la

fase de homogenizacion fisioldgica de las plantas donadoras de esquejes.
3.2.3. Instalacion de los experimentos
3.2.3.1. Propagacion del material acondicionado

- Se utilizaron plantas in vitro homogenizadas como fuente de explantes.

- Encondiciones estériles se extrajeron las plantulas y en una placa Petri estéril fueron
seccionadas dentro de la camara de flujo laminar, los instrumentos fueron
previamente esterilizados.

- Se colocaron cinco microesquejes de aproximadamente 1 centimetro de longitud para
cada unidad experimental (frasco).

- Secerraron el frasco con papel aluminio y parafilm.
3.2.3.2. Incubacion del explante

Una vez realizado la siembra de todos los explantes en sus respectivas unidades
experimentales, éstas se llevaron al area de cultivo, el cual se encuentra en condiciones
Optimas para su desarrollo. Esta equipado con una fuente de luz de 47,74 umol.m2.s™ de
intensidad, con temperatura 22 °C +/- 2°C con un fotoperiodo de 8 horas de luz/ 16 horas de

oscuridad controlado por un reloj programador.
3.2.3.3. Descripcidn de los tratamientos

Para el presente trabajo los tratamientos fueron los cuatro tipos de medio de cultivo con

cinco repeticiones por cada especie, segln como sigue:
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- T1: Medio CONTROL
- T2: Medio CIRGEBB
- T3: Medio A

- T4: Medio B

3.2.4. Descripcion de la unidad experimental

Para el presente trabajo se utiliz6 como unidad experimental un frasco de vidrio de 250 ml
de capacidad conteniendo 25 ml de medio de cultivo con la hormona seleccionada y con

cinco explantes por unidad experimental.
3.2.5. Andlisis estadisticos

Se realizé un disefio experimental al azar (DCA) con cuatro tratamientos y siete repeticiones
por cada especie. La unidad experimental consistio de cinco microesquejes en un frasco con

medio de cultivo.

Xij= U+ tit &

Donde:

xij = €S una observacion cualquiera dentro del experimento
u = es la media poblacional

ti = es el efecto de j-enesimo bloque o repeticion

€i= es el error experimental

i=1,2,3,...... t = tratamiento

j=1,2,3,...... r = repeticion

3.2.6. Variables respuesta

Las variables respuestas son longitud del explante, nimero de hojas, niUmero de brotes y
namero de raices. Ademas, se realizd un analisis cualitativo. Para el presente trabajo la

frecuencia de evaluacion fue de cada 60 dias; acumulando un total de dos evaluaciones.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

A los 60 dias de sembrados los microesquejes fue dificil observar las diferencias en cuanto
al desarrollo de los explantes, sin embargo, es posible esbozar algunas tendencias. Los
microesquejes sembrados en el medio WP resultaron con aspecto delgado, en el medio
suplementado con zeatina se observé una mayor proliferacion de brotes, pero estos eran
delgados. En el medio suplementado con kinetina se observo un buen desarrollo en las
diferentes concentraciones estudiadas y en ambas especies, como se observa en la Tabla 3
(Anexo 2).

Tabla 3: Promedio de los resultados de las variables a los 60 dias de la siembra

. . Longitud  Numerode NuUmero de NUmero
Especie Tratamientos

del explante brotes hojas de raices
Control (WP) 1.48b 3.17b 19.51b 0.00b
ZEA 0.5 1.18b 5.66 a 42.23 a 0.00b
TPusheRy N 05 183a 191 ¢ 20.34 b 0.00 b
KIN 1.0 1.99a 2.77 bc 20.34 b 0.80a
Control (WP) 1.22 a 1.00c 2.63 b 2.63a
“alicon” ZEA 0.5 140 a 2.46 a 93la 0.00b
KIN 0.5 1.49a 1.26 bc 3.69b 3.80a
KIN 1.0 1.34 a 1.49b 340D 3.26 a

A diferencia de los resultados anteriores, a los 120 dias se obtuvo promedios mas

diferenciados y desarrollo de los explantes mas evidentes, segun el Tabla 4.

Es por ello que, en la composicion de los medios de cultivo, los reguladores de crecimiento
juegan un rol de primer orden, los cuales dependen de la especie vegetal y de la etapa de
micropropagacion (Castillo, 2004). Con el objetivo de interrumpir la dominancia apical y

asi promover la induccién y proliferacion de yemas axilares in vitro, se recurre al uso



de citoquininas, siendo importante determinar las concentraciones méas adecuadas y el tipo

de citoquinina que debe usarse en cada caso (Ostrolucka et al., 2004; Erig y Schuch, 2006).

Tabla 4: Promedio de los resultados de las variables a los 120 dias de la siembra

. . Longitud NUumerode NuUmero de NuUmero
Especie Tratamientos

del explante brotes hojas de raices
Control (WP) 2.06 b 3.86b 30.83b 1.23ab
ZEA 0.5 1.67b 1091 a 107.66 a 0.00b
“pushgay”
KIN 0.5 2.59 ab 2.23¢c 28.74 b 0.71 ab
KIN 1.0 3.53a 3.66 bc 35.17b 191a
Control (WP) 2.26 a 1.00b 4.83b 4.03a
ZEA 0.5 2.27 a 3.17 a 15.86 a 0.00b
“alicon”
KIN 0.5 2.75a 1.29b 6.34b 5.11a
KIN 1.0 2.68 a 151b 5.46 b 411a

Se ha generalizado en los trabajos in vitro el uso de zeatina y kinetina. Sin embargo, el alto
costo de la zeatina la excluye de un uso extensivo como hormona de crecimiento, aunque a
pequefia escala su uso esta recomendado por ejemplo para iniciar el crecimiento de explantes
(Reed y Abdelnour-Esquivel, 1991). En el caso que el costo sea un problema se deben buscar

alternativas que reemplacen su uso, es el caso del presente estudio.

4.1. Longitud del explante

El valor promedio de la longitud de los explantes a los 60 y 120 dias después de la siembra

en “pushgay” y “alicon” se muestra en las Tablas 3 y 4, respectivamente.

A los 120 dias de sembrado el explante, en “pushgay” se observo mayor crecimiento en el
medio suplementado con kinetina 1.0 ppm seguido del medio suplementado con kinetina
0.5. En “alicon”, se puede observar un mayor crecimiento en el medio suplementado con
kinetina 0.5 ppm seguido del medio con kinetina 1.0 ppm. De esta manera se logré esbozar

algunas tendencias del desarrollo in vitro para ambas especies.

Al realizar el analisis de varianza para la variable longitud del explante a los 120 dias de
sembrados los explantes, muestra que existen diferencias significativas de los diferentes
tratamientos tanto para “pushgay” como “alicon”, como puede observarse en el Anexo 5.
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La comparacion de la longitud del explante entre las diferentes especies y tratamientos se
utilizé la prueba de Tukey al 95 por ciento de confianza a los resultados obtenidos (Anexo

5) como indica la Figura 1.
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Figura 1: Efecto de la interaccion entre especie y tratamiento para la longitud del explante
a los 120 dias de la siembra

En la composicion de los medios de cultivo, los reguladores de crecimiento juegan un rol de
primer orden, los cuales dependen de la especie vegetal y de la etapa de micropropagacion
(Castillo, 2004). Para Reynolds, Wardle, Zurowsky y Looney (1992), las citoquininas al ser
aplicadas en forma exdgena a las plantas, pueden estimular una serie de procesos
fisioldgicos, metabdlicos, bioquimicos y de desarrollo. La principal respuesta corresponde a
la promocion de la division y elongacién celular a través de un incremento de la plasticidad

de las paredes celulares.

Otra respuesta de los vegetales es el retraso de la senescencia de los tejidos, lo cual tiene
como causa aparente la mantencion de la sintesis de proteinas y acidos nucleicos en las zonas

aplicadas. También estimula el movimiento de los nutrientes (Dokoozlian, 2001).

De los resultados, se puede observar una notoria diferencia entre las dos citoquininas
empleadas. La respuesta de zeatina se refleja en menor longitud del explante y mayor
proliferacion de brotes adventicios para ambas especies. Esto lo describe Debnath (2003)
indicando que en ensayos con zeatina obtuvo un incremento en el nimero de yemas
adventicias, pero sin elongacion; concluyendo que las citoquininas cominmente estimulan

la proliferacion de brotes e inhiben su elongacion.
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La respuesta al uso de kinetina, se expresa en mayor longitud del explante y menor
proliferacion de brotes, lo que ha sido también descrito por Rodriguez y Morales (2015) al
trabajar con Vaccinium corymbosum L, detallando que las plantulas se caracterizaron por ser

altas, pero con baja proliferacion de brotes por explante.

De acuerdo a los resultados obtenidos se observan que las diferencias encontradas en los
promedios de longitud de las especies son debidas a sus caracteristicas geneéticas y la
influencia de las citoquininas presentes en el medio. Y que existié una mejor respuesta en el

medio suplementado con Kkinetina.

4.2. NUmero de Brotes

Segn Gomez (2002), indica que la formacidon de brotes es una de las etapas fundamentales
en la micropropagacion ya que no solamente permite obtener un alto numero de clones
homogéneos, sino que es una de las formas de bajar los costos de produccion, al momento
de inducir a una vitroplanta que forme dos brotes, el costo de produccidn individual se reduce

a la mitad.

Por lo tanto, la tasa de multiplicacion de brotes se puede optimizar sustancialmente con la
adicién en el medio nutritivo de concentraciones apropiadas de citoquininas con o sin una

auxina (Bhojwani y Razdan, 1996).

Para el presente trabajo de investigacion se utiliz6 como medio basal al medio WP,
adicionando dos citoquininas; kinetina y zeatina; a diferentes concentraciones. Hurtado y
Merino (1997) indican que el éxito que se obtenga en un cultivo de tejidos vegetales depende
del uso del medio nutritivo adecuado, como también el empleo de tejidos viables y la calidad
de reactivos, usando las sustancias quimicas necesarias y combinaciones apropiadas de

nutrientes.

Al igual que la variable anterior, se realizaron evaluaciones a los 60 y 120 dias de la siembra
para ambas especies, “pushgay” y “alicon”, como se muestra en las Tablas 3 y 4,

respectivamente.

Al realizar el analisis de varianza para la variable de nimero de brotes a los 120 dias de
sembrados los explantes, reporto que existen diferencias significativas de los diferentes

tratamientos tanto para “pushgay” como “alicon”, como se observa en el Anexo 5.
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Para la comparacion del numero de brotes entre las diferentes especies y tratamientos se
utilizé la prueba de Tukey al 95 por ciento de confianza a los resultados obtenidos (Anexo
5) como indica la Figura 2. En “pushgay” se observé el mayor nimero de brotes en el medio
suplementado con zeatina 0.5 ppm seguido del medio control, medio suplementado con
kinetina 1.0 ppm y medio suplementado con kinetina 0.5 ppm. Si bien es cierto
estadisticamente se demostrd que no existen diferencias significativas entre el medio control
y el medio suplementado con kinetina 1.0 ppm, la diferencia se encuentra en la vigorosidad

de los brotes presentes en el medio suplementado con kinetina 1.0 ppm (Figura 4D).

En “alicon”, el medio suplementado con zeatina 0.5 ppm presenta el mayor nimero de brotes
seguido del medio suplementado con Kinetina 1.0 ppm, medio suplementado con kinetina
0.5 ppm y medio control. A diferencia de “pushgay”, en “alicon” los explantes del medio
con kinetina 0.5 ppm mostraron mayor tamafio y vigor (Figura 5C). Lo cual se logra esbozar

la tendencia del desarrollo in vitro de esta variable para ambas especies.
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Figura 2: Efecto de la interaccidn entre especie y tratamiento para el namero de brotes a
los 120 dias de la siembra

Como se observo, cada especie responde diferentes a los medios por lo que hay que analizar
cudl es el que permiten su mejor desarrollo, esta diferencia se debe principalmente segin
Poma (2014) al comportamiento propio de cada especie, el cual se encuentra determinada
por sus caracteristicas genéticas y su respuesta a las condiciones del medio en el que se

desarrollan.
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Otra diferencia se atribuye a las diferentes citoquininas y las diferentes concentraciones lo
que afectan e inciden en la formacion de brotes, sumado la relacion auxina/citoquinina, sin
olvidar el comportamiento propio de la especie, determinada por sus caracteristicas genéticas

y su respuesta a las condiciones del medio en el que se desarrollan.

Existen dos tipos de citoquinas, las naturales como zeatina y las sintéticas como kinetina.
Las citoquininas naturales son rapidamente degradadas por la citoquinina oxidasa de las
plantas, reduciendo asi su actividad en los cultivos in vitro. Por lo que, las citoquininas
naturales promueven la brotacion de forma rapida. Por otro lado, una ventaja de las
citoquininas sintéticas es que son mas baratas y accesibles para las explotaciones

comerciales, ademas de tener un efecto prolongado (George, 1993).

Es comln que los explantes respondan a la aplicacion de reguladores de crecimiento
exogenos, con incremento de volumen de tallos y una reduccién del tamafio de las hojas,
debido a que se desconoce la concentracion hormonal enddgena, y una aplicacion exdgena
de reguladores de crecimiento, trae como consecuencia anormalidades en la arquitectura de
los brotes (Osuna-Avila y Saucedo, 2011). Por ello, la relacion auxina/citoquinina es muy
importante, ya que esta permite regular la organogénesis o a desdiferenciacion. Segln
Krikorian (1995) cuando la relacion de auxina/citoquinina es baja se producen vastagos; esto
quiere decir que debe existir una baja concentracion de auxinas y una alta concentracion de
citoquininas. Por tal motivo, al medio de cultivo no se agreg6 auxina, de esta manera se

reducen costos y el tiempo para producir plantas.

También se ha reportado que una mayor densidad de explantes en el frasco produce una
mayor acumulacién del gas etileno reduciendo la disponibilidad de oxigeno para la
respiracion de las plantas, inhibiendo la brotacion (Zobayed et al., 2001; Hazarika, 2006).
Por otra parte, Williams (1995) sostuvo que los tejidos vegetales (explantes) pueden
contribuir a cambios en el medio de cultivo, ya sea por absorcion de sustancias desde el
medio o exudacion al medio, alterando el pH de éste, favoreciendo o inhibiendo el desarrollo
de las plantas, debido a que difunden compuestos secundarios en el medio de cultivo a partir
de los explantes, que reducen el nimero de brotes, provocandose el agotamiento y
competencia por nutrientes (Aicha et al., 2014). A esto se le afiade que las altas densidades
de explantes provocan un aumento de la humedad relativa al interior del frasco, lo que

disminuye la brotacion.
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Como se observa en la Figura 2, las especies, “pushgay” y “alicon”, mostraron mayor
namero de brotes en el medio suplementado con Zeatina 0.5 ppm. Sin embargo, se obtuvo
explantes no aptos para multiplicacién, ya que emitieron muchos brotes, pero de tamafio
muy pequefios y muy unidos entre si, lo cual dificulto el conteo de estos; siendo Vaccinium

floribundum Kunth, la especie que presento mayor dificultad.

Una respuesta similar de los explantes Limonium “Misty blue” ha sido observada por
Chamorro et al. (2007) quienes dieron que a medida que aumenta la concentracion de KIN
(0.5, 1.0 y 2.0 mg/L) la tasa de multiplicacion se incrementa, pero el vigor de los brotes
disminuye, es decir, el tratamiento con la concentracion mas baja de kinetina muestra mejor
calidad en su forma y tamafio de hoja. Pero difiere de la capacidad de regeneracién del
explante para la formacion de nuevas células, que viene determinado por el genotipo y el

estado de desarrollo de la planta tal como afirma Pierik (1990).

4.3. NuUmero de hojas

De la misma manera que las otras variables, las evaluaciones se realizaron a los 60 y 120
dias despues de la siembra en “pushgay” y “alicon” como se muestra en las Tablas 3 y 4,

respectivamente.

Al realizar el analisis de varianza para la variable de nimero de brotes a los 120 dias de
sembrados los explantes, reporto que existen diferencias significativas de los diferentes

tratamientos tanto para “pushgay” como “alicon”, como se observa en el Anexo 5.

Para la comparacion del nimero de hojas entre las diferentes especies y tratamientos se
utilizo la prueba de Tukey al 95 por ciento de confianza a los resultados obtenidos (Anexo
5). En “pushgay” se obtuvo el mayor nimero de hojas en el medio suplementado con zeatina
0.5ppm seguido por el medio suplementado con kinetina 1.0 ppm, el medio control y el
medio suplementado con kinetina 0.5 ppm. Ademas, las hojas tenian un color verde de
aspecto saludable y de gran tamafio en el medio suplementado con kinetina 1.0 ppm (Figura
4D). Mientras, el medio control y el medio suplementado con zeatina 0.5 ppm presentaron
verde amarillento y granate (Figura 4A y 4B, respectivamente), el medio suplementado con

kinetina 0.5 ppm presenta coloracion verde y granate (Figura 4C).

Por el contrario, en “alicon” el efecto es diferente, existen dos grupos. El tratamiento con

mayor numero de hojas es el medio suplementado con zeatina 0.5ppm seguido por el medio
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suplementado por kinetina 0.5 ppm, el medio suplementado con kinetina 1.0 ppm y el medio
control como indica el Anexo 6.2. A diferencia de “pushgay”, en “alicon” el medio
suplementado con kinetina 0.5 ppm presenta hojas de color verde de saludable aspecto
(Figura 5C). Mientras que el medio control presento hojas de color verde oscuro y tallos
delgados (Figura 5A), el medio suplementado con zeatina 0.5 ppm hojas color verde
amarillento y rosados (Figura 5B), y el medio suplementado con kinetina 1.0 ppm presento

hojas verdes y verde amarillento (Figura 5D).
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Figura 3: Efecto de la interaccion entre especie y tratamiento para el nimero de hojas a los
120 dias de la siembra

La Figura 3, mostro el efecto de los tratamientos en las especies para el nimero de hojas, lo
cual se encuentra relacionada con la proliferacion de brotes por explante. Tanto “pushgay”
como “alicon” presentaron un mayor namero de hojas en el medio suplementado con zeatina
0.5 ppm, estas hojas presentaron coloracion amarillenta (hojas viejas) y rojiza o granate
(hojas nuevas) como se muestra en la Figura 4B y 6B. Resultados similares obtuvieron
Troncoso y otros (1997), estos hacen referencia que al existir una gran cantidad de hojas en
un espacio pequefio se va a producir una competencia por espacio y nutrientes, lo que
ocasiona que algunas hojas no dispongan de un mayor cantidad de clorofila y por ende
pierdan su color verde. Segun Arjona (2001), cuando las hojas son jovenes presentan una

coloracion granate o rosadas y posteriormente cambian a verde.
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Como se observo el uso de zeatina promueve una rapida proliferacion de brotes, por
consiguiente, la formacién de hojas es mayor, lo cual dificulto el conteo y solamente se hizo
un aproximado del numero de hojas. Por tal motivo, no se recomienda el numero de hojas
como variable. Mientras que el uso de kinetina no influyo sobre la formacion de hojas, es
decir, los explantes en donde se adiciono esta hormona tuvieron hojas estadisticamente
similares a los del medio control en el nimero de hojas; sin embargo, estas fueron méas

grandes y de coloracion saludable.
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Figura 4: Desarrollo de “pushgay” (Vaccinium floribundum Kunth) en medio de cultivo
con diferentes reguladores de crecimiento A: medio control, B: zeatina 0.5ppm,
C: kinetina 0.5ppm, D: kinetina 1.0ppm.



Figura 5: Desarrollo de “alicon” (Macleania rupestris Kunth A. C. Smith) en medio de
cultivo con diferentes reguladores de crecimiento A: medio control, B: zeatina 0.5ppm,
C: kinetina 0.5ppm, D: kinetina 1.0ppm.



Otra causa del crecimiento reducido, desarrollo radicular restringido y hojas amarillentas es
provocada por la deficiencia de nitrogeno segin Cadavid (2000). Ademas, Barwale et al.
(1986) sefiala que las deficiencias de nitrégeno originan bajo brotes por explante con tallos
finos y cortos con hojas pequefias. Esto se debe a que el nitrégeno favorece el crecimiento
vegetativo, imparte el color verde a las hojas y regula fosforo y potasio de deficiencia
(Cadavid, 2000).

4.4, NUmero de raices

Al igual gue las otras variables, las evaluaciones se realizaron a los 60 y 120 dias después

de la siembra en “pushgay” y “alicon” como se muestra en las Tablas 3 y 4, respectivamente.

Al realizar el analisis de varianza para la variable de nimero de raices a los 120 dias de
sembrados los explantes, reporto que existen diferencias significativas de los diferentes

tratamientos tanto para “pushgay” como “alicon”, como se observa en el Anexo 5.

Para la comparacion del numero de hojas entre las diferentes especies y tratamientos se
utilizo la prueba de Tukey al 95 por ciento de confianza a los resultados obtenidos (Anexo
5) como se observa en la Figura 5. En “pushgay”, se registro el crecimiento de raices
adventicias en el tratamiento suplementado con kinetina 1.0ppm (Figura 7D) seguido por el
medio control (Figura 7A) y el medio suplementado con kinetina 0.5 ppm (Figura 7C). En
el medio suplementado con zeatina 0.5 ppm tuvieron formacién de un callo verde rojizo en

la base como muestra la Figura 7B.

Mientras que en “alicon”, resulto tener mayor nimero de raices promedio el tratamiento
suplementado con kinetina 0.5ppm (Figura 8C) seguido por en el tratamiento suplementado
con kinetina 1.0ppm (Figura 8D) y finalmente el medio control (Figura 8A). En el medio
suplementado con zeatina 0.5 ppm se formo callo de color café en la base de las plantulas

como muestra la Figura 8B.
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Figura 6: Efecto de la interaccion entre especie y tratamiento para el nimero de raices a
los 120 dias de la siembra

Como se sabe la formacidn de raices depende de una relacion optima entre concentraciones
totales de citoquininas y de auxinas exogenas y enddgenas. Al respecto Krikorian (1995)
sefiala que la relacion auxina/citocinina es muy importante para el desarrollo de las plantas,
cuando existe un es alta concentracion de auxinas y baja concentracion de citoquininas se
forman raices, cuando existe una baja concentracion de auxinas y alta concentracion de
citoguininas se producen vastagos y cuando las concentraciones son similares o cercanas a

1 se producen callos.

En otras investigaciones la produccién de callo se debe a altas concentraciones de auxina o
citoguininas y que su aspecto esta relacionado al tipo de hormona utilizada durante su
induccion (Shiram et al., 2008).

Si bien es cierto, la practica de enraizamiento de los brotes propagados in vitro reviste gran
importancia debido a que tiene como objetivo producir plantas con buenas caracteristicas
fisiologicas y morfologicas que puedan sobrevivir en las condiciones del trasplante al suelo.
La formacion del sistema radical y el crecimiento de las raices son fundamentales para lograr
la transferencia de las vitroplantas a condiciones de invernadero (Ruscitti et al., 2000 citado
por Quintero et al., 2003). Sin embargo, segun Quezada, Ascarrunz y Silva (2000) el nGmero
elevado de raices aumenta el riesgo de contaminacion al momento del repique, motivo por
el cual inducir al enraizamiento es un proceso innecesario y contraproducente solo para esta

etapa de multiplicacion.
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Figura 7: Crecimiento de raices de “pushgay” (Vaccinium floribundum Kunth) en medio
de cultivo con diferentes reguladores de crecimiento A: medio control, B: zeatina 0.5ppm,
C: kinetina 0.5ppm, D: kinetina 1.0ppm.



Figura 8: Crecimiento de raices de “alicon” (Macleania rupestris Kunth A. C. Smith) en
medio de cultivo con diferentes reguladores de crecimiento A: medio control,
B: zeatina 0.5ppm, C: kinetina 0.5ppm, D: kinetina 1.0ppm.



V. CONCLUCIONES

El presente trabajo demostro que el uso de kinetina es una alternativa eficaz para la
micropropagacion de las especies, Vaccinium floribumdun Kunth y Macleania rupestris
Kunth A. C. Smith, ya que no solo se producen buen nimero de plantulas saludables, sino

gue su uso es mucho mas econémico que si se utiliza la zeatina.

Cada especie responde en forma diferente a cada una de las citoquininas empleadas en sus
diferentes concentraciones. En relacion al uso de la kinetina, Vaccinium floribumdun Kunth
mostro mejor desarrollo en el medio suplementado con kinetina 1.0 ppm mientras que
Macleania rupestris Kunth A. C. Smith expreso mejor respuesta en el medio suplementado

con kinetina 0.5 ppm.



VI. RECOMENDACIONES

* Vista la experiencia de una clara influencia genotipo-dependiente, se recomienda

estudiar el efecto del fitorregulador kinetina en la propagacion de otros berries
nativos.

» Las plantulas que se utilicen para la micropropagacion deben tener un minimo de dos
centimetros de altura.
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VI1Il.ANEXOS

Anexo 1: Medio de cultivo Woody Plant

MEDIO WP (Loyd and McCown, 1980)

Reactivo

Cantidad (mg/L)

MACRONUTRIENTES

NH4NO3 400
MgS0O4.7H20 370
K2PO4 990
KH2PO4 170
CaCI2.2H20 96
Ca(N03)2.4H20 556
MICRONUTRIENTES
H3BO3 6.2
Na2EDTA.2H20 37.2
CuS04.5H20 0.25
FeS04.4H20 27.8
MnS04.4H20 22.3
ZnS04.7H20 8.6
Na2Mo04.2H20 0.25
ORGANICOS
Piridoxina HCI 0.5
Glicina 2
Acido nicotinico 0.5
Tiamina HCI 1
OTROS
Myo-inositol 100
Sacarosa 209
Agar 69
pH 5.6




Anexo 2: Resultados totales de cada unidad experimental a los 60 dias de siembra

Anexo 2.1: Resultados totales de cada unidad experimental de las variables a los 60 dias de
la siembra de Vaccinium floribundum Kunth (“pushgay”)

Tratamiento | Repeticion Longitud del Numero de NUmgro de Num,ero
explante brotes hojas de raices
1 1.18 3.8 21 0
2 1.84 2.2 19.6 0
3 1.92 2.4 25.6 0
WP 4 1.38 3 19.4 0
5 1.28 5.4 29 0
6 1.37 2.4 10 0
7 1.42 3 12 0
1 1.26 5.2 40.8 0
2 1.19 5.8 50.8 0
3 1.34 6 44.6 0
ZEA 0.5 4 1.06 5.2 36.2 0
5 1.11 5.8 49.2 0
6 1.21 5.6 46 0
7 1.12 6 28 0
1 2.24 2.4 26.2 0
2 2.18 1.4 20 0
3 1.66 2.2 20.6 0
KIN 0.5 4 2 1.4 21 0
5 1.68 1.6 16.6 0
6 1.44 2.6 19.8 0
7 1.6 1.8 18.2 0
1 2.02 2.6 19 0.4
2 1.86 2.4 18.8 1.2
3 2.2 2.8 24.4 1.4
KIN 1.0 4 1.82 2.6 174 0.2
5 2.07 3.4 25.4 2.2
6 2.08 3.6 19.8 0.2
7 1.88 2 17.6 0
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Anexo 2.2: Resultados totales de cada unidad experimental de las variables a los 60 dias de

la siembra de Macleania rupestris Kunth A. C. Smith (“alicon”).

Tratamiento | Repeticién Longitud del NUmero de Nl’Jme;ro de Num,ero
explante brotes hojas de raices
1 1.4 1 3 2.8
2 1.33 1 3.6 2.8
3 2.1 1 4 3.6
WP 4 0.94 1 1.8 2.4
5 1.06 1 1.6 1.6
6 1.1 1 2.2 3
7 0.64 1 2.2 2.2
1 1.46 2 9.6 0
2 1.31 1.6 6 0
3 1.44 3.2 12.4 0
ZEA 0.5 4 1.53 2.8 10.8 0
5 1.44 2.6 9.4 0
6 1.28 2 7.8 0
7 1.34 3 9.2 0
1 1.19 1 4 1.2
2 1.3 1.4 4.4 3.8
3 1.47 14 3 7
KIN 0.5 4 1.36 1 2.8 3.4
5 1.7 1.2 4.4 3.8
6 1.86 1.6 4.2 4.4
7 1.56 1.2 3 3
1 1.56 14 3.8 4.8
2 1.68 1.6 3.6 3.6
3 1.18 1.8 4 1.4
KIN 1.0 4 1.12 1.4 2.2 3.8
5 1.24 1.4 3.4 2.8
6 1.26 1.4 3.2 2.6
7 1.37 1.4 3.6 3.8
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Anexo 3: Resultados totales de cada unidad experimental a los 120 dias de siembra

Anexo 3.1: Resultados totales de cada unidad experimental de las variables a los 120 dias
de la siembra de Vaccinium floribundum Kunth (“pushgay”)

Tratamiento | Repeticion Longitud del Numero de NUmgro de Num,ero
explante brotes hojas de raices

1 1.38 4.40 30.20 0.00

2 2.16 2.80 24.80 3.20

3 2.60 2.60 34.40 1.40

WP 4 1.72 4.40 26.20 0.00

5 1.98 6.40 38.60 0.00

6 2.44 2.60 30.20 1.40

7 2.14 3.80 31.40 2.60

1 1.62 10.20 121.20 0.00

2 1.44 9.80 94.60 0.00

3 1.86 10.80 104.20 0.00

ZEA 0.5 4 1.92 13.00 151.00 0.00
5 1.56 10.20 98.60 0.00

6 1.64 10.00 81.40 0.00

7 1.67 12.40 102.60 0.00

1 3.48 2.80 37.60 1.20

2 2.45 1.60 24.20 0.40

3 2.52 2.60 30.80 0.60

KIN 0.5 4 2.24 1.40 24.40 0.40
5 2.74 1.80 27.60 1.00

6 1.96 3.00 27.20 0.40

7 2.76 2.40 29.40 1.00

1 5.44 4.60 47.00 4.20

2 3.02 3.20 31.80 1.40

3 4.86 4.40 51.20 2.00

KIN 1.0 4 2.86 3.40 32.00 0.80
5 2.88 3.40 26.80 2.60

6 2.44 3.60 27.00 1.40

7 3.24 3.00 30.40 1.00
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Anexo 3.2: Resultados totales de cada unidad experimental de las variables a los 120 dias
de la siembra de Macleania rupestris Kunth A. C. Smith (“alicon”)

Tratamiento | Repeticién Longitud del NUmero de Numgro de Nl’Jm'ero
explante brotes hojas de raices

1 2.09 1.00 5.20 3.60

2 2.29 1.00 4.60 2.40

3 4.15 1.00 6.80 5.20

WP 4 2.19 1.00 4.60 4.40

5 1.72 1.00 3.80 3.20

6 1.98 1.00 4.40 4.80

7 1.37 1.00 4.40 4.60

1 2.36 2.40 15.20 0.00

2 1.96 2.20 9.80 0.00

3 2.37 4.60 21.20 0.00

ZEA 0.5 4 2.76 3.40 18.00 0.00
5 2.26 2.80 15.60 0.00

6 1.94 2.60 14.60 0.00

7 2.22 4.20 16.60 0.00

1 2.60 1.20 7.20 3.80

2 2.13 1.40 6.60 4.20

3 2.66 1.40 6.40 8.00

KIN 0.5 4 2.44 1.00 4.80 4.60
5 2.84 1.20 7.40 5.20

6 3.95 1.60 6.80 5.20

7 2.62 1.20 5.20 4.80

1 3.28 1.40 6.20 5.40

2 3.24 1.60 6.00 4.40

3 2.02 2.20 6.00 2.40

KIN 1.0 4 2.10 1.00 4.00 3.80
5 2.88 1.60 5.60 4.60

6 2.59 1.40 4.60 3.80

7 2.67 1.40 5.80 4.40
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Anexo 4: Prueba estadistica a los 60 dias de siembra

Anexo 4.1: Resultados de andlisis de varianza y prueba estadistica Tukey para Vaccinium
floribundum (“pushgay”) a los 60 dias de siembra

Longitud del tallo

Especies Variable N R? R? Aj] CV

Pushgay Longitud del tallo 28 0.69 0.65 13.95

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl cM F p-valor
Modelo. 2.72 3 0.91 17.73 <0.0001
Tratamiento 2.72 3 0.91 17.73 <0.0001
Error 1.23 24 0.05
Total 3.95 27

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.33352
Error: 0.0512 gl: 24

Tratamiento Medias n E.E.

KIN 1.0 1.99 7 0.09 A

KIN 0.5 1.83 7 0.09 A

WP 1.48 7 0.09 B

ZEA 0.5 1.18 7 0.09 B

Numero de hojas

Especies Variable N R® R® Aj CV

Pushgay Numero de hojas 28 0.77 0.74 22.20

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 2581.74 3 860.58 26.63 <0.0001
Tratamiento 2581.74 3 860.58 26.63 <0.0001
Error 775.50 24 32.31
Total 3357.24 27

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=8.38186
Error: 32.3124 gl: 24

Tratamiento Medias n E.E.

ZEA 0.5 42.23 7 2.15 A
KIN 0.5 20.34 7 2.15 B
KIN 1.0 20.34 7 2.15 B
WP 19.51 7 2.15 B
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Brotes adventicios

Especies Variable N R?
Pushgay Brotes adventicios 28 0.82

R Aj CV
0.80 20.54

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 54.23 3 18.08 37.55 <0.0001
Tratamiento 54.23 3 18.08 37.55 <0.0001
Error 11.55 24 0.48
Total 65.79 27

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.02311
Error: 0.4814 gl: 24

Tratamiento Medias n E.E.

ZEA 0.5 5.66 7 0.26 A

WP 3.17 7 0.26 B

KIN 1.0 2.77 7 0.26 B C

KIN 0.5 1.91 7 0.26 c

Numero de raices

Especies Variable N RZ R2|Aj Ccv

Pushgay Numerco de raices 28 0.46 0.39 204.12

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 3.36 3 1.12 .72 0.0019
Tratamiento 3.36¢ 3 1.12 6.72 0.0019
Error 4.00 24 0.17
Total 7.36 27

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.60198
Error: 0.1667 gl: 24

Tratamiento Medias n E.E.

KIN 1.0 0.80 7 0.15 A
ZEA 0.5 0.00 7 0.15 B
WP 0.00 7 0.15 B
KIN 0.5 0.00 7 0.15 B




Anexo 4.2: Resultados de andlisis de varianza y prueba estadistica Tukey para Macleania

rupestris (“alicon”) a los 60 dias de siembra

Longitud del tallo

Especies Variable N R* R* Aj CV

Alicon Longitud del tallo 28 0.12 0.01 20.66

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0.26 3 0.09 1.10 0.3688
Tratamiento 0.26 3 0.09 1.10 0.3688
Error 1.91 24 0.08
Total 2.17 27

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.41574

Error: 0.0785 gl: 24

Tratamiento Medias n E.E.

KIN 0.5 1.49 7 0.11 A

ZEA 0.5 1.40 7 0.11 A

KIN 1.0 1.34 7 0.11 A

WP 1.22 7 0.11 A

Numero de hojas

Especies Variable N R* R?® Aj] CV
Alicon Numero de hojas 28 0.85 0.83 25.52

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo. 198.02 3 66.01 44.79 <0.0001
Tratamiento 198.02 3 66.01 44.79 <0.0001
Error 35.37 24 1.47
Total 233.39 27

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.79010

Error: 1.4738 gl: 24

Tratamiento Medias n E.E.

ZEA 0.5 9.31 7 0.46 2

KIN 0.5 3.69 7 0.46 B

KIN 1.0 3.40 7 0.40 B
2.63 7 0.406 B

WP
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Brotes adventicios

Variable N R?
Brotes adventicios 28 0.77

Especies
Alicon

R A CV
0.74 21.16

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo. 8.51 3 2.84 26.35 <0.0001
Tratamiento 8.51 3 2.84 26.35 <0.0001
Error 2.58 24 0.11
Total 11.09 27

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.48373

Error: 0.1076 gl: 24

Tratamiento Medias n E.E.

ZEA 0.5 2.46 7 0.12 A

KIN 1.0 1.49 7 0.12 B

KIN 0.5 1.26 7 0.12 B C

WP 1.00 7 0.12 c

Numero de raices

Especies Variable N R2 R? Aj CW
Alicon Numero de raices 28 0.68 0.64 44.42

Cuadro de Anialisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo. 59.54 3 19.85 17.15 <0.0001
Tratamiento 59.54 3 19.85 17.15 <0.0001
Error 27.77 24 1.1le
Total 87.31 27

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.58617

Error: 1.1571 gl: 24
Tratamiento Medias n E.E.

KIN 0.5 3.80 7 0.41 A
KIN 1.0 3.26 7 0.41 A
WP 2.63 7 0.41 A
ZEA 0.5 0.00 7 0.41 B




Anexo 5: Prueba estadistica a los 120 dias de siembra

Anexo 5.1: Resultados de andlisis de varianza y prueba estadistica Tukey para Vaccinium
floribundum (“pushgay”) a los 120 dias de siembra

Longitud del tallo

Especies Variable N R* R? Aj CV

Pushgay Longitud del tallo 28 0.57 0.51 26.72

Cuadro de Anilisis de la Varianza (SC tipo IIT)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 13.66 3 4.55 10.49 0.0001
Tratamiento 13.66 3 4.55 10.49 0.0001
Error 10.41 24 0.43
Total 24.07 27

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.97120

Error: 0.4338 gl: 24

Tratamiento Medias n E.E.

KIN 1.0 3.53 7 0.25 A

KIN 0.5 2.59 7 0.25 A B

WP 2.06 7 0.25 B

ZEA 0.5 1.67 7 0.25 B

Numero de hojas

Especies Variable N R? R? Aj CV
Pushgay Numero de hojas 28 0.89 0.87 25.12

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IIT)

Brotes adventicios

Variable N RZ
Brotes adventicios 28 0.92

Especies
Pushgay

R Aj CV
0.92 20.35

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 322.11 3 107.37 98.29 <0.0001
Tratamiento 322.11 3 107.37 98.29 <0.0001
Error 26.22 24 1.09

Total 348.32 27

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.54114
Error: 1.0924 gl: 24

Tratamiento Medias n E.E.

ZEA 0.5 10.91 7 0.40 A

WP 3.86 7 0.40 B

KIN 1.0 3.54 7 0.40 B C

KIN 0.5 2.23 7 0.40 C

Numero de raices

Especies Variable N R® R* Aj CV
Pushgay Numero de raices 28 0.42 0.34 93.17

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IIT)

F.V. sc gl CM F p-valor F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo. 30535.42 3 10178.47 63.00 <0.0001 Modelo. 13.75 3 4.58 5.68 0.0044
Tratamiento 30535.42 3 10178.47 €3.00 <0.0001 Tratamiento 13.75 3 4.58 5.68 0.0044
Error 3877.70 24 le6l1.57 Error 19.37 24 0.81
Total 34413.12 27 Total 33.12 27

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=18.74294
Error: 161.5710 gl: 24

Tratamiento Medias n E.E.

ZEA 0.5 107.66 7 4.80 A
KIN 1.0 35.17 7 4.80 B
WP 30.83 7 4.80 B
KIN 0.5 28.74 7 4.80 B
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Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.32474

Error: 0.8071 gl: 24
Tratamiento Medias n E.E.

KIN 1.0 1.91 7 0.34 A

WP 1.23 7 0.34 A B
KIN 0.5 0.71 7 0.34 A B
ZEA 0.5 0.00 7 0.34 B




Anexo 5.2: Resultados de andlisis de varianza y prueba estadistica Tukey para Macleania
rupestris (“alicon”) a los 120 dias de siembra

Longitud del tallo

Especies Variable N R® R® Aj CV

Alicon Longitud del tallo 28 0.14 0.04 24.20

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1.46 3 0.49 1.34 0.2842
Tratamiento 1.46 3 0.49 1.34 0.2842
Error 8.70 24 0.36
Total 10.16 27

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.88801
Error: 0.3627 gl: 24

Tratamiento Medias n E.E.

KIN 0.5 2.75 7 0.23 A

KIN 1.0 2.68 7 0.23 A

ZEA 0.5 2.27 7 0.23 A

WP 2.26 7 0.23 A
Numero de hojas

Especies Variable N R* R* Aj CV
Alicon Numero de hojas 28 0.87 0.85 23.57

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipe III)
F.V. sc gl CM F p-valor
Modelo. 566.62 3 188.87 51.53 <0.0001

Tratamiento 566.62 3 188.87 51.53 <0.0001
Error 87.97 24 3.67
Total 654.59 27

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=2.82298
Error: 3.6652 gl: 24

Tratamiento Medias n E.E.

ZEA 0.5 15.86 7 0.72 A
KIN 0.5 6.34 7 0.72 B
KIN 1.0 5.46 7 0.72 B
WP 4.83 7 0.72 B
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Brotes adventicios

Variable N R=
Brotes adventicios 28 0.78

Especies
Alicon

R Aj CV
0.75 28.54

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IIT)
F.vV. sc gl CM F p-valor

Modelo. 20.26 3 6.75 27.75 <0.0001
Tratamiento 20.26 3 6.75 27.75 <0.0001
Error 5.84 24 0.24

Total 26.10 27

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.72737
Error: 0.2433 gl: 24

Tratamiento Medias n E.E.

ZEA 0.5 3.17 7 0.19 A

KIN 1.0 1.49 7 0.19 B

KIN 0.5 1.26 7 0.19 B

WP 1.00 7 0.19 B

Numero de raices

Especies Variable N R® R* Aj CV
Alicon Numerc de raices 28 0.83 0.81 29.16

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 107.62 3 35.87 38.42 <0.0001

Tratamiento 107.62 3 35.87 38.42 <0.0001

Error 22.41 24 0.93

Total 130.03 27

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.42490
Error: 0.9338 gl: 24

Tratamiento Medias n E.E.

KIN 0.5 5.11 7 0.37 A
KIN 1.0 4.11 7 0.37 A
WP 4.03 7 0.37 A
ZEA 0.5 0.00 7 0.37 B




Anexo 6: Fotos de Vaccinium floribundum Kunth

Vaccinium floribundum Kunth (“pushgay”)
Tratamiento: WP
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120 dias
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Vaccinium floribundum Kunth (“pushgay”)
Tratamiento: WP + ZEA 0.5ppm
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Vaccinium floribundum Kunth (“pushgay”)
Tratamiento: WP + KIN 0.5ppm
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Vaccinium floribundum Kunth (“pushgay”)
Tratamiento: WP + KIN 1.0ppm
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Anexo 7: Fotos de Macleania rupestris Kunth A. C. Smith

Macleania rupestris Kunth A. C. Smith (“alicon”)
Tratamiento: WP
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Macleania rupestris Kunth A. C. Smith (“alicon”)
Tratamiento: WP + ZEA 0.5ppm
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Macleania rupestris Kunth A. C. Smith (“alicon”)
Tratamiento: WP + KIN 0.5ppm
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Macleania rupestris Kunth A. C. Smith (“alicon”)
Tratamiento: WP + KIN 1.0ppm
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