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RESUMEN

La tendencia de la poblacién a consumir alimentos nuevos, de extraordinario sabor y
benéficos para la salud en su dieta, impulsan el cultivo de alimentos no populares.

El kiwi es una fruta de la cual se ha oido, pero debido a la poca disponibilidad en los
mercados de Per(, no muchas personas consumen este producto. Parte de esta baja
disponibilidad, es la ausencia de cultivos de kiwi en territorio peruano y sumado a esto,
todo el kiwi que se encuentra en el mercado es importado; elevando asi su precio de venta.
Actualmente se viene realizando trabajos de introduccion de esta fruta; sin embargo, no
han logrado resultados. Por lo que se espera que alguna variedad de kiwi se adapte.

Hablar del cultivo de kiwi es tomar en consideracion el desarrollo radicular, ya que
determina el desarrollo 6ptimo de la planta; por ello, el objetivo de este estudio es analizar
el efecto de dos auxinas: Acido Naftalen acético (ANA) y Acido Indol Butirico (IBA), en
el desarrollo y morfologia radicular in vitro del kiwi verde variedad Hayward sobre medio
el medio de cultivo MS/2; y evaluar la supervivencia de la planta a condiciones ex vitro. Se
utilizaron cinco tratamientos, con la evaluacion del desarrollo radicular in vitro a través del
peso seco Yy peso fresco, y la morfologia radicular in vitro a través de la presencia o
ausencia de pelos radiculares; a los 30 y 60 dias. Asi se obtuvo que el mejor medio para
enraizar estas plantas in vitro fue el tratamiento con IBA a 1.0 ppm al producir gran
cantidad de masa vegetal; sin embargo, los tratamientos con ANA 1.0 ppm e IBA 0.5 ppm
presentaron un mayor porcentaje de supervivencia ex vitro entre 80-86.6 por ciento, al
cabo de 30 dias de aclimatadas. En cuanto a la presencia de pelos radiculares, los
tratamientos suplementados con ANA e IBA presentaron estas estructuras al cabo de 60
dias; no obstante, los tratamientos suplementados con IBA suelen aparecer al cabo de 30

dias de cultivados los explantes.

Palabras clave: Kiwi, Actinidia deliciosa var. Hayward, micropropagacion in vitro, Acido

Naftalen Acético, Acido Indol Butirico.

vi



ABSTRACT

The tendency of the society to consume new foods, of extraordinary taste and beneficial
for the health in their diet, impels the cultivation of not popular foods.

The kiwi is a fruit that has been heard, but due to the low availability in the markets of
Peru, not many people consume this product. Part of this low availability is the absence of
Kiwifruit crops in Peruvian territory and added to this, all kiwifruit found in the market is
imported; thus raising its sale price.

Currently, work is being done to introduce this fruit; however, no results have been
achieved. Therefore, it is expected that some variety of kiwifruit will adapt.

Talking about kiwi cultivation is taking into consideration the root development, since it
determines the optimal development of the plant; for this reason, the objective of this study
is to analyze the effect of two auxins: Acetic Naftalen Acid (ANA) and Indol Butyric Acid
(IBA), in the development and in vitro root morphology of green kiwi Hayward variety on
the medium of MS/2 cultivation; and to evaluate the survival of the plant to ex vitro
conditions. Five treatments were used, with the evaluation of in vitro root development
through dry weight and fresh weight, and in vitro root morphology through the presence or
absence of root hairs; at 30 and 60 days. This way, it was obtained that the best means to
root these plants in vitro was the treatment with IBA at 1.0 ppm when producing great
amount of vegetable mass; however, the treatments with ANA 1.0 ppm and IBA 0.5 ppm
presented a greater percentage of ex vitro survival between 80-86.6 percent, after 30 days
of acclimatization. As for the presence of root hairs, treatments supplemented with ANA
and IBA showed these structures after 60 days; however, treatments supplemented with

IBA usually appear after 30 days of cultivation of explants.

Keywords: Kiwi, Actinidia deliciosa var. Hayward, in vitro micropropagation,
Naphthalene Acetic Acid, Indole Butyric Acid.
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I. INTRODUCCION

El cultivo de berries como arandano, frambuesa y aguaymanto, impulsados en los Gltimos
10 afios por Sierra y Selva Exportadora; asi como otros cultivos como la Pitahaya y Sanki;
Ilamados frutos exoticos; presentan propiedades nutricionales y antioxidantes benéficas

para la salud, segun el diario EI Comercio (2017).

Adicionalmente, se aprecia la creciente tendencia de la poblacién a consumir alimentos
balanceados, lo que hacen que nuevas frutas como el kiwi, tengan la oportunidad de ser
impulsados en su cultivo debido a sus propiedades nutricionales y alto valor en el mercado.

El fruto del kiwi es destacado por presentar valores superiores en contenido de azlcares y
vitamina C, asi mismo a dicho fruto se le reconoce capacidad antioxidante. En relacion a
su al alto contenido de vitamina C, se dice que supera en mas del doble al contenido de
esta vitamina que presenta la naranja; ya que un solo fruto puede cubrir las necesidades
diarias de esta vitamina. Dicha vitamina es importante en la dieta humana; por reforzar el
sistema inmunitario, y ayudar a disminuir los sintomas de enfermedades como los

resfriados o gripe. (Garcia et al. 2015).

En el afio de 1973, Espafia y Portugal, paises consumidores de Kiwi; empezaron a cultivar
esta fruta y tras haber satisfecho la demanda para el consumo local, empezaron a exportar
éste fruto, aumentando asi la superficie de produccion en dichos paises (Salinero y Martino
1998). Chile empez0 la produccion de kiwi para el consumo local en el afio de 1976, y al
cabo de tres décadas de adecuacion progresiva, logré aumentar la produccion de 37.000
toneladas a 135.000 toneladas manteniendo la misma superficie de cultivo (Garcia et al.
2015). Actualmente Chile se encuentra en entre los 5 primeros exportadores de kiwi a nivel
mundial (Garcia et al. 2015), siendo principal pais exportador de kiwi para el Pert con un
94 por ciento de la produccion total (2.735 toneladas) en el afio 2017 (ITC).

El kiwi es considerado un fruto rentable, y paises como Perl deberia empezar a producirlo
como una alternativa a otros productos no tradicionales, como la palta o la uva. (Ledn
2014).



simismo, es preciso sefialar que no se producen plantones de kiwi en Peru, por ello una
buena alternativa para su introduccion e inicio de plantaciones seria la multiplicacion in

vitro y sexado de esta especie.

El Centro de Investigacion de Recursos Genéticos Biotecnologia y Bioseguridad
(CIRGEBB) de la UNALM, ha realizado investigaciones en el cultivo in vitro de Kiwi;
siendo la etapa de adaptacion a invernadero uno de los pasos cruciales y donde se tienen
pérdidas enormes de material vegetal de kiwi aptas para su siembra en campo. Por lo tanto,
la presente investigacion busca producir una planta de Kiwi variedad Hayward con buena
conformacién radicular, empleando hormonas de enraizamiento en la fase de cultivo in

vitro, y mejorar asi su adaptacion a condiciones ex vitro.

OBJETIVOS

1. Objetivo general

- Comparar el efecto independiente de las auxinas Acido Indol Butirico (IBA) y Acido
Naftalen Acético (ANA), sobre la produccion y morfologia radicular de “Actinidia
deliciosa var. Hayward” (kiwi verde) cultivada in vitro; que permita una mejor

adaptacion a condiciones ex vitro.

2. Objetivos especificos

- Evaluar el peso fresco y peso seco de las raices de kiwi obtenidas in vitro para cada
concentracion hormonal a los 30 y 60 dias.

- Observar la presencia o ausencia de pelos radiculares en las raices de Kiwi obtenidas in
vitro para cada concentracion hormonal a los 30 y 60 dias.

- Evaluar la supervivencia de las plantulas aclimatadas al cabo de 30 dias.



Il. REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Definicién del problema

Un estudio realizado por la Food and Agriculture Organization (FAO) (Garcia et al. 2013),
mostrd un ranking de produccion de kiwi a nivel mundial (Tabla 1), donde figuré China
como primer pais productor con 1,765,847 (t), seguido de Italia con 447,560 (t) y Nueva
Zelanda 382,337 (t). Los paises no figurados poseen una produccién en su totalidad de
2,234 (t), siendo minima, pudiéndose afirmar que la produccion de kiwi en el Peru es

escasa 0 nula actualmente.

En el Peru, gran parte de esta fruta se encuentran disponibles en los mercados a un precio
muy elevado, dificultando su compra o sea conocido por la poblacion. Ademas, valores de
exportacion obtenidos por la International Trade Center (ITC) en el afio 2017, informa que
los kiwis importados a Pert provienen de Chile; llegando a ser el 94 por ciento de la
importacion total con 2.735 toneladas en el afio 2017 (ITC). Por esta razon, si se
introdujera esta fruta en territorio peruano para su produccion, ayudaria a solucionar el

problema de los precios en el mercado.

Un informe realizado por Manero (2015) en una agencia agraria de noticias, sefialé que el

presidente del comité del kiwi de Chile Carlos Cruzat, visualiza con optimismo la

produccion de Kiwi en territorio peruano mencionando lo siguiente:
“La produccion y exportacion de kiwi es un éxito en paises del hemisferio sur como
Nueva Zelanda o Chile. En el Perq, al igual que la experiencia del arandano-
deberia ser perfectamente posible producir Kiwi; con las ventajas que tenemos aqui
en términos de bajas precipitaciones, agua disponible, mano de obra mas
competitiva y probablemente la factibilidad para obtener cosechas de octubre a
marzo, donde hay menos abastecimiento combinado de los principales paises

exportadores.”

Ademas, la revista Citrinotas (2017) indic6 que los citricos peruanos crecieron un 17 por

ciento en volumen de exportacion; a pesar de los fendmenos ambientales ocurridos como



El Nifio costero. Por lo tanto, el mercado para la produccion y exportacion de Kiwi puede
generar grandes ganancias econémicas que sigan ayudando al crecimiento en exportacion

de citricos.

Para el cultivo de kiwi se debe tomar en cuenta el desarrollo radicular, ya que éstas son
altamente exigentes en oxigeno, tendiendo a profundizar 2 m y tener un desarrollo lateral
de 4-5 m. Las raices suelen presentar asfixia radicular si no se da una fertilizacion, riego y
manejo de suelo adecuado; por lo que un gran desarrollo de estas asegura la supervivencia
de la planta (Garcia et al. 2015). El desarrollo radicular también se vera afectado por la
textura del suelo. Suelos con gran cantidad de arcilla son perjudiciales, ya que por su
naturaleza tiende a almacenar agua haciendo posible la pudricion de las raices. Para un
mejor desarrollo de raices, es recomendable la utilizacién de suelos arenosos en mayor
porcentaje ya que se caracterizan por tener un buen drenaje (CIREN 1988, Garcia et al.
2015).

Otro factor a tomar en cuenta para el cultivo de kiwi es el clima. Caracterizdndose por
necesitar climas templados alcanzando un desarrollo 6ptimo entre temperaturas de 12-21
°C (Kulczewski 2010); es posible la produccién en regiones sierra del Pert como los valles
interandinos bajos e intermedios pertenecientes principalmente al departamento de
Cajamarca (MINAGRI 2015).

Sin embargo, los cultivares de kiwi son atacados por enfermedades fungicas o bacterianas;
siendo la més comun, la enfermedad conocida como chancro bacteriano del kiwi. Esta
enfermedad es causada por Pseudomonas syringae pv. (PSA); atacando especialmente a
los brotes en las épocas de desarrollo y produccion, y generando grandes pérdidas (Garcia
et al. 2015).

Una solucion a éstos problemas fitosanitarios, es hacer uso de tecnologias como el cultivo
in vitro de tejidos vegetales, permitiendo asi la multiplicacion masiva o micropropagacion
y la optimizacion del uso de fitohormonas para un desarrollo radicular que permita la
supervivencia de la planta tanto in vitro como ex vitro. Este proceso permite ademas
obtener plantas genéticamente idénticas y libre de cualquier patdgeno en un corto tiempo,

Ilegando a ser rentable, si se llevara a escala industrial (Segretin 2006).



Tabla 1: Principales productores y produccién de Kiwi a nivel mundial.

PAIS | PRODUCCION (t)
China 1.765.847
Italia 447.560
Nueva Zelanda 382.337
Chile 255.758
Grecia 162.800
Francia 55.999
Turquia 41635
Iran 31.603
Japon 29.225
Estados Unidos 27.300
Portugal 21.306
Espana 19.800
Corea 10.789
Israel 4.281
Australia 3.000
Otros 2.234
TOTAL 3.261.474

FUENTE: Elaborado con base en Garcia et al. 2015.

2.2. Marco Conceptual

2.2.1. Descripcion del cultivo

2.2.1.1. Origen y distribucion geografica

El centro de origen geografico del género Actinidia sp. se establece en las montafias y
colinas del suroeste de China, en donde crece de manera silvestre; a excepciéon de 4
especies pertenecientes al mismo género que son propias de los paises aledafios como
Vietnam, Nepal y Japon (Garcia et al. 2015). Sin embargo, un estudio realizado por
Ferguson (1990) informa que ademas de los paises mencionados anteriormente, también se
encontraron especies nativas de kiwi en Corea, India y Rusia. La figura 1 describe la
distribucion de las especies del género Actinidia.

A finales del siglo XX, Ferguson reconocié un total de 60 especies, afirmando que existe
interés comercial agronémico para dos especies: Actinidia deliciosa y Actinidia chinensis



(Mohan y Katsuaki 2003; Garcia et al. 2015). Un Gltimo estudio realizado por Huang et al.

(2001) identifico 66 especies para este género.
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Figura 1: Distribucion natural de especies de Actinidia (EI nUmero de especies se muestra por la

intensidad del sombreado).
FUENTE: Tomado de Huang 2016a:185.



2.2.1.2.  Proceso de domesticacion

Los primeros intentos de domesticacion del kiwi se realizaron a partir del afio 1902 en
Nueva Zelanda, donde una maestra de Wanganui en Nueva Zelanda, trajo consigo semillas
de Actinidia deliciosa silvestre. En 1906, se adapto perfectamente y empez0 a cultivarse; y
fue en el afio 1928 que el cientifico Hayward Wright, a través de cruzamientos de Kiwis
silvestres; obtuvo una variedad de kiwi excelente llamado cultivar comercial Hayward
(Garcia et al. 2015).

Tras convertirse en una fuente importante de riqueza, se comenzo a exportar sus frutos en
1953; siendo Nueva Zelanda uno de los principales productores del mundo (Segura 2015).
En 1959 se le bautiza con nombre de “kiwi” como se le conoce actualmente; debido a que
se parece a una especie de pajaro llamado kiwi, que es endémica de este pais (Garcia et al.
2015).

2.2.1.3. Clasificacion taxonémica
Actinidia deliciosa pertenece a la familia Actinidaceae con grupo aproximado de 5 a 6

docenas de especies (EOL). Dicha enciclopedia lo clasifica de la siguiente manera:

Dominio:  Eukarya

Reino: Plantae

Division:  Spermatophyta
Clase: Eudicotyledoneae
Orden: Ericales

Familia: Actinidiaceae
Género: Actinidia

Especie: Actinidia deliciosa

2.2.1.4. Descripcion Botanica

La planta de kiwi se caracteriza por ser semi lefiosa, trepadora (ver Figura 2), y suele
enrollarse sobre arboles u objetos que les permita usar como soporte. Todas las especies
del género Actinidia son caducifolias llegando a vivir en promedio 50 afios (Garcia et al
2015). Presenta hojas grandes, gruesas de forma acorazonada y bordes dentados, ademas
estdn cubiertos de una fina vellosidad. Es una planta dioica, es decir posee flores
unisexuales, con flores funcionales masculinas y femeninas en plantas separadas (CIREN
1998).



Figura 2: Huerto establecido de plantas kiwi verde var. Hayward en Te Puke, Nueva Zelanda.
FUENTE: Tomado de Huang 2016h:198.

Las raices son gruesas Yy el color varia de rosado a marron dependiendo si es de origen por
semillas o de origen clonal. Son altamente exigentes en oxigeno y dependiendo de las
condiciones del terreno, las raices pueden llegar a profundizar hasta 2 m y 4-5 m de
desarrollo horizontal (Garcia et al. 2015). Segun Huang (2016), las raices hasta el afio de
desarrollo poseen un contenido de humedad del 84-89 por ciento; con un tamafio de 20-30
cm de profundidad y 25-40 cm de crecimiento horizontal. La exodermis de la raiz es
gruesa agrietada; y se descama con la antigliedad de la planta. Lemon y Considine (1992)
indican desarrollo primario de la raiz es en cuanto a longitud, mientras que el desarrollo
secundario tiende a aumentar el diametro de las raices sintetizando ademas lignina y

suberina en la peridermis.

Los brotes son particularmente muy vellosos, pudiendo presentar tonalidades rojizas.

Cambian a color marr6n cuando entran a invierno, donde la planta entra en estado de



inactividad vegetativa. Existen dos tipos de brotes. Los brotes determinados se desarrollan
hasta la sexta hoja, mientras que los brotes indeterminados se desarrollan hasta debilitarse
(Garcia et al. 2015).

Las yemas ubicadas en las axilas de las hojas pueden ser de 2 tipos. Las yemas vegetativas
que dan lugar a brotes; y de las yemas mixtas se generan brotes o botones florales (CIREN
1998; Huang 2016). Sin embargo, Garcia et al. (2015) afiade otro tipo denominada “yema
de madera” que son aquellas provenientes del estado de inactividad vegetativa por el frio

invernal. McPherson et al. (1997) lo describe como dormancia invernal.

Las hojas son simples y van alternadas. De tamafio grande, del grosor de un papel y
membranosa. La cuticula de las hojas es delgada con una o dos capas de células en
empalizada y células del mesofilo (Huang 2016). En cuanto a morfologia, son hojas
caducas, acorazonadas, limbo grande, con borde dentado y aserrado. El haz presenta una
tonalidad verde oscura, en cuanto al envés es palido; ambos cubiertos de una fina
vellosidad (CIREN 1998). Tiende a ser mas pubescente y acorazonado en hojas

provenientes de brotes indeterminados (Garcia et al. 2015).

Las flores son grandes de color blanco cremoso. Estas nacen de los primeros brotes del
afio, en forma de inflorescencia del tipo cima (Garcia et al. 2015). Se desarrollan en las
ocho primeras hojas del brote anual, generando entre dos y ocho flores por nudo dentro del
género Actinida sp. (CIREN 1998). En la variedad Hayward generan tres flores por nudo,
con la posibilidad de abortar las flores laterales. Aunque morfoldgicamente las flores sean
hermafroditas, son fisiolégicamente unisexuales; debido a que poseen uno de los sexos
atrofiados (Garcia et al. 2015).

El fruto es de forma ovalada, midiendo dos pulgadas de largo y llegando a pesar 70-100 g.
El color de la piel es marrdn cubierto de pelos (Saliyan et al. 2017). Posee 34-35 carpelos,

Ilegando a contener por carpelo 11-45 évulos con placentacion axial.



Figura 3: Partes importantes de la planta Actinidia deliciosa. (a) Sistema radical de una planta de
vivero. (b) Yema de madera. (c) Brote primaveral a partir de una yema vegetativa. (d) Flor
estaminada. (e) Flor pistilada. (f) Hojas.

FUENTE: Tomado de Garcia et al. 2015:23 y Huang 2016¢

2.2.1.5. Composicién del fruto

El kiwi contiene nutrientes que ayudan a promover la salud humana. Dentro de los
nutrientes conocidos se encuentran el magnesio, folato, vitamina C y E (ver Tabla 2);
ademas contiene fibras dietéticas (Ferguson y Ferguson 2003). Es reconocida por su alto
contenido en vitamina C, que supera el contenido de la naranja (Garcia et al. 2015);
conteniendo 85 mg de acido ascérbico por 100 gr de fruto en la variedad Hayward
(Ferguson y MacRae 1991).

Tanto la vitamina C como la E, hacen que el fruto tenga propiedad antioxidante (Garcia et
al. 2015); sefialando también Motohashi et al. (2002) la capacidad antioxidante y otros

compuestos bioactivos que la hacen antitumoral.
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La actinidina, una enzima cisteina proteasa presente en el fruto; es altamente activa
(Nishiyama 2007; Boland 2013; Maddumage et al. 2013), pueden generar dafios a la piel si
se consumen en grandes cantidades; sin embargo, Atkinson y MacRae (2007) encuentran

en esta enzima, aplicaciones biotecnoldgicas por ser una proteasa.

Tabla 2: Valor nutricional y capacidad antioxidante por cada 100 gramos de fruta kiwi verde

amarillo.
Componentes Cantidad por cada 100 g
Kiwi verde Kiwi amarillo
Valor energético (Kcal) 61.00 60.00
Agua (g) 83.07 83.22
Proteina (g) 1.140 1.230
Hidratos de carbono (g) 14.660 14.230
Fibra dietética (g) 3.000 2.000
Azlcares (g) 8.990 10.980
Acidos grasos totales (g) 0.520 0.560
Saturados (g) 0.029 0.149
Monoinsaturados (g) 0.047 0.036
Poliinsaturados (g) 0.287 0.207
Total Omega-3 (mg) 74.300 -
Total Omega-6 (mg) 435.000 -
Colesterol (mg) 0.000 0.000
Luteina (ug) 171.000 -
Vitaminas
A (Retinol) (ug) 4.000 4.000
B1 (Tiamina) (mg) 0.027 0.024
B2 (Riboflavina) (mg) 0.025 0.046
B3 (Niacina) (mg) 0.341 0.280
B6 (Piridoxina) (mg) 0.063 0.057
B9 (Folato) (ug) 38.200 30.600
C (mg) 92.700 105.400
D (ug) 0.000 0.000
E (mg) 1.460 1.490
K (ug) 40.300 5.500
Minerales
Calcio (mg) 34.000 20.000
Hierro (mg) 0.310 0.290
Magnesio (mg) 17.000 14.000
Fosforo (mg) 34.000 29.000
Potasio (mg) 312.000 316.000
Sodio (mg) 3.000 3.000
Zinc (mg) 0.140 0.100
Capacidad antioxidante (umol equivalente 862 1.210
Trolox/100 g)

FUENTE: Adaptado de Garcia et al. 2015:32.
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2.2.2. Especies cultivadas

A partir del altimo estudio realizado por Huang (2001) en la que describe 66 especies
(Figura 4); tan solo son cuatro las especies que se cultivan y consumen en el mundo
(Garcia et al. 2015).

Figura 4: Diversidad de especies del género Actinidia.
FUENTE: Tomado de Huang 2016¢:218.

2.2.2.1. Actinidia deliciosa (Chev.) Liang y Ferguson

Conocida como kiwi verde, es la especie que mas se cultiva en el mundo. Se caracteriza
por presentar abundante vellosidad. El color de la pulpa es de color verde brillante, con
sabor acido (Garcia et al. 2015). Entre todas las especies del género Actinidia, Actinidia
deliciosa (Chev.) Liang y Ferguson es la que mayor contenido de vitamina C tiene, y
presenta de 12-14° Brix (Garcia et al. 2014).

Variedades comerciales
- Hayward: Es la variedad mayor cultivada en el mundo. Fruto elipsoidal de 5-7
cm de didmetro, llegando a pesar mas de 100 g (Figura 5) (Garcia et al. 2014;
Strik y Cahn 2000). Es una de las variedades que mas tiempo se conserva en
frigorifico, llegando hasta los seis meses (Garcia et al. 2015).
- Hayward Clon 8: Es un derivado de Hayward (Testolin et al. 1994), superando
en peso a este en un 20 por ciento. Ademas, es resistente a las heladas (Garcia
et al. 2014).
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Top Star: Es una mutacion de Hayward, que carece de vellosidad (Garcia et al.
2015).

Sumer Kiwi: Es una variedad obtenida en Italia mediante cruces dirigidos. Los

frutos maduran 35 dias antes que Hayward; sin embargo, el peso es menor (85

g) y el tiempo de conservacion frigorifica es menor (Garcia et al. 2015).

Bruno: Variedad que da frutos cilindricos (Stik y Cahn 2000); siendo el peso
promedio de estos 60-70 g (Garcia et al. 2014).

Abbott: Al igual que Sumer Kkiwi es una variedad que madura antes que
Hayward. De peso promedio 60-70 g; con el huso central duro. Posee un corto
periodo de conservacion (Garcia et al. 2014).

Monty: Es una variedad resistente a sequias. Genera frutos de tamafio pequefio,

generando 3 frutos por botdn floral (Garcia et al. 2014).

Figura 5: Fruto de kiwi verde var. Hayward. (a) Frutos obtenidos de plantaciones en
vivero. (b) Corte transversal del fruto.
FUENTE: Tomado de Garcia et al 2015:39 y Huang 2016c:214.

2.2.2.2. Actinidia chinensis

Conocida también como kiwi amarillo. Se caracterizan por presentar la piel delgada de
color marron claro, con poca vellosidad. La pulpa es de color amarilla brillante, con sabor
dulce (Lozano 2017). Es la segunda especie con mayor importancia comercial, debido a
que esta especie es susceptible a Bacteriosis, siendo el chancro bacteriano (PSA) la
enfermedad ocasionada por Pseudomonas syringae. Dicha enfermedad es causante de
grandes pérdidas en la produccion (Garcia et al 2014). Sin embargo, estan apareciendo

clones mas resistentes a dicha enfermedad (Garcia et al. 2015).
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Variedades comerciales

Hort 16A: Conocida con el nombre comercial Zespri Gold, es la variedad méas
cultivada a nivel mundial. El fruto es de tamafio mediano, con pulpa de color
amarillo y alto contenido de azucar, hierro, vitamina C y E. Debido a que
poseen la piel mas tierna, es susceptible al ataque de PSA (Garcia et al. 2015).
Segln Ferguson (1999), la susceptibilidad se debe a que son diploides, en
comparacion con el kiwi verde que es hexaploide.

Jintao: Conocida con el nombre comercial Jing Gold, fue seleccionada en China
e introducida en Italia. El fruto es mas pequefio que Hort 16A, de pulpa color
amarilla y sabor dulce. Es menos sensible al ataque por bacteriosis que las otras
variedades y con un periodo de conservacion de 6 meses (Garcia et al 2015).
A19: Con el nombre comercial de Enza Gold, es muy similar en caracteristicas
al Hayward. Posee pulpa de color amarillo palido y tiene mayor punto de acidez
entre las variedades de kiwi amarillo (Garcia et al. 2015).

SunGold: Es una seleccion de la empresa Zespri desprovista totalmente de
vellosidad. Tiene la pulpa de color amarillo dorado, de sabor muy dulce. Tiene
menor susceptibilidad a PSA comparado con Hort 16A (Garcia et al. 2015).
Soreli: Es la variedad que mejor resistencia a heladas tiene entre todas las
variedades de kiwi amarillo. El fruto tiene un peso de 100 g, con pulpa amarilla
y dulce; ademés de no presentar vellosidad. Tiene un periodo de conservacién
de 3-4 meses (Garcia et al. 2015).

- Dori: Es un cultivar que detiene su actividad vegetativa con anticipacion, evitando

los dafios ocasionados por el frio invernal. Con un peso de 100 g, pulpa color

amarilla y con un periodo de cosecha 35 dias antes es una excelente variedad post
cosecha (Garcia et al. 2015).
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Figura 6: Fruto de kiwi amarillo var. SunGold. (a) Frutos en venta en supermercado.
(b) Corte transversal del fruto.
FUENTE: Tomado de Garcia et al. 2015:44 y Huang 2016c¢:224.

2.2.2.3. Actinidia arguta y Actinidia kolomikta

Son las menos conocidas a nivel de produccion comercial. Se conocen como “baby kiwis”,
“mini kiwis”, “hardy kiwi” o “kiwi berry”. Su caracteristica principal es ser resistentes a
las heladas del frio invernal (Garcia et al. 2015). Esta especie es cultivada en los paises de
Italia, Grecia, Portugal, Espafia, U.S., Turquia, Corea del Sur y Japén. Con una forma
ovoide, llega a tener una longitud de 5-8 cm y un didmetro de 3 cm (Peticila et al. 2012).
Raramente llega a pesar los 25 g, ademas posee la piel lisa, suave, sin vellosidad y
comestible (Garcia et al. 2014).

A. arguta

Esta especie puede resistir -23 a -32°C, siendo la mejor especie en resistir al frio invernal,
al no afectar los tallos y brotes. El contenido de vitamina C varia de 10-70 mg por cada
100 g de fruta (Stik y Cahn 2000). Segun Garcia et al. (2015), la variedad comercial

“Meader” es una variedad autofértil y poseen un periodo de conservacion de 2-3 meses.
A. Kolomikta

Esta especie puede resistir hasta -40°C, sin embargo, los brotes son sensibles a las heladas
destruyéndolas por completo. El tamafio del fruto es inferior a A. arguta, con sabor dulce y
buen aroma. El contenido de vitamina C supera por mucho a A. arguta y A. deliciosa con
700-1000 mg por cada 100 g de fruta (Stik y Cahn 2000). Segun Garcia et al. (2014), la
variedad comercial Szymanowski es autofertil, de color amarillo verdoso y con un peso de
3-4 9.
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Figura 7: Frutos de Actinidia arguta.
FUENTE: Tomado de Huang 2016c¢:221.

2.2.3. Cultivo de kiwi

Los factores ambientales que mas influyen en el cultivo de kiwi, vienen dados por el suelo

para un buen desarrollo radicular y el clima que influye en la produccion y desarrollo de
brotes.

2.2.3.1. Requerimientos de suelo
Debido al habito de crecimiento radicular concentrado y la alta demanda de oxigeno
(Garcia et al. 2015); este cultivo es exigente en el tipo de suelo y el manejo de materia

organica (Kulczewski et al. 2010).

Segun Kulczewski et al. (2010), el cultivo de kiwi en Chile crece en suelos a
concentraciones 2 a 5 por ciento de materia organica, siendo inferiores a los niveles de los
paises de Nueva Zelanda e Italia. El suelo debe presentar caracteristicas de permeabilidad,
por lo que un suelo arcilloso no favorecera la ventilacion (Garcia et al 2015); dentro de las
cuales se tienen 2 tipos de suelos para el desarrollo de la planta. El suelo tipo aluvial posee
texturas gruesas y finas, haciendo un suelo estratificado. El suelo trumao, de origen
volcéanico, posee altos contenidos de materia organica, haciendolo un buen suelo para el

cultivo de esta especie (Kulczewski et al. 2010).

El kiwi suele ser sensible al Calcio y carbonatos, ya que estos al incrementar el pH por
encima de 7.3 traen consigo problemas nutricionales. También es preferible que el suelo
tenga una conductividad eléctrica de 1.0 mmhos/cm, para favorecer el intercambio de iones
(CIREN 1998).
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2.2.3.2. Requerimientos climéticos

El Kiwi necesita un periodo de crecimiento de 240 a 260 dias sin heladas. En primavera, las
temperaturas menores a 1.5°C dafian los brotes y frutos. En otofio temperaturas menores a
3°C dafian a los troncos de plantas jovenes. En invierno la planta es capaz de soportar hasta
-20°C (CIREN 1998).

La planta entra en inactividad vegetativa cuando la temperatura entra por debajo de los
7°C. Esta inactividad vegetativa es causada por el frio invernal, siendo necesaria
acumulacién de horas frio (h/f) entre 600 a 800 h/f al afio. De no cumplir las h/f necesarias,

puede influir en el desarrollo de brotes fructiferos (Garcia et al. 2015).

La humedad relativa 6ptima para el cultivo de kiwi oscila entre 70 a 80 por ciento, sin
embargo, esta planta al estar por debajo del 60 por ciento pierde drasticamente agua por

transpiracion, deteniendo asi su crecimiento (Garcia et al 2015).

2.2.4. Zonas de produccion

Segun la Organizacion Internacional para la Alimentacion y la Agricultura de las Naciones
Unidas (FAO, por sus siglas en inglés), los principales paises productores de Kiwi a nivel
mundial para el afio 2016 fueron China abarcando el 54 por ciento, seguido de Italia con
un 13 por ciento y Nueva Zelanda con un 11 por ciento. Sin embargo, no todos estos
paises son principales exportadores. La Organizacion Internacional de Comercio (ITC, por
sus siglas en inglés), indica que los principales paises exportadores de kiwi para el afio

2017 fueron Nueva Zelanda, Italia, Bélgica y Chile (Figura 8).

La produccion de kiwi varia dependiendo de la ubicacion en los hemisferios; siendo muy
diferente la época de produccion del hemisferio sur ante el hemisferio norte. En el
hemisferio sur, ademas de Nueva Zelanda y Chile, también se produce en Argentina,
Uruguay, Brasil, Australia y Sudafrica. En el hemisferio norte, ademas de China e Italia,
también se producen en Estados Unidos, Corea del Sur, Japdn y algunos paises europeos
como Espafa (Garcia et al. 2015). La produccion de kiwi en el hemisferio sur es exportada
al hemisferio norte durante los meses de junio a diciembre, mientras que la produccién en

el hemisferio norte ayuda a abastecer al hemisferio norte en meses sobrantes.

Paises como Japon, EEUU, Italia y Francia decidieron introducir esta fruta entre la década
de 60-70. Ahora ellos se convirtieron en paises consumistas, y son capaces de exportar
dicha fruta (Garcia et al. 2015).
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Lista de los paises exportadores para el producto seleccionado en 2017
Producto : 081050 Kiwis, frescos

1.200.000

1.000.000—

800.000+

600.000—

400.000—

Valor exportada, en miles de USD

200.000—

Itzliz Chile Ién, Repiblicz Isldmica del Franciz Hong Kong. China

Mueva Zelandia Bélgica Gracia Paisas Bajs Estados Unidos de Aménca

Pais

Figura 8: Principales paises exportadores de kiwi a nivel mundial.
FUENTE: Tomado de ITC 2017.

2.2.5. Cultivo de tejidos vegetales in vitro

Se define como un conjunto de herramientas y técnicas que utilizan un explante (parte
separada de la planta), pudiendo ser células, protoplastos, esquejes, yemas, hojas o
cualquier otra parte u érgano de la planta; para el cultivo en un medio artificial bajo
condiciones ambientales controladas (Mroginski 2010). Permite obtener plantas libre de
todo virus, bacteria o fitopatégeno y con un alto valor del recurso genético (Segretin 2006,
Carrion 2017). Esta capacidad de regeneracion se debe a la totipotencia celular en todas las
plantas, generando un individuo completo y manteniendo la informacion genética idéntica
a la planta donadora del explante (Kieran et al. 1997). También la importancia de esta
técnica es alterar el metabolismo, crecimiento y desarrollo de la planta (Hussain et al.
2012; Thorpe 2007), siendo la produccion de metabolitos de importancia una de estas

aplicaciones (Morales et al. 2016).

El objetivo de esta herramienta es usar para el estudio de problemas basicos y aplicados a
la biologia de plantas, ademas de ser una herramienta biotecnoldgica (Roca y Mroginski

1991) que permite obtener miles de plantulas de igual tamafio y edad (Norofia 2010).
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2.2.5.1. Micropropagacion
Herramientas que se utiliza para la propagacion in vitro de material vegetal élite. En la

etapa de micropropagacion in vitro, se definen cuatro pasos metodologicos.

- Selecciéon del material vegetal: EI material a escoger debe contar con ciertas
caracteristicas que permitan una buena calidad del explante (6rganos jovenes y con
bajas concentraciones de patégenos (Olmos et al. 2002).

- Establecimiento: Se seleccionan, aislan y esterilizan los explantes. Generalmente la
desinfeccion superficial usa etanol e hipoclorito de sodio (Marana et al. 2009); tras
la desinfeccion se establece en un medio de cultivo (Olmos et al. 2002).

- Multiplicacion: Se busca el desarrollo y proliferacion de brotes; por lo general se
suelen utilizar medios de cultivo suplementado con fitohormonas que ayudan a la
mayor produccion de brotes (Debergh y Maene 1981; Olmos et al. 2002).

- Enraizamiento y aclimatacion: Si se ha obtenido brotes a partir de callos, aquellos
brotes son colocados en un medio con fitohormonas que permitan el enraizamiento
y posteriormente aclimatarlas. En otros casos, las plantas obtenidas en la etapa de
multiplicacién ya tienen raices y por lo tanto pasan a la etapa de aclimatacion. La
aclimatacion es la etapa mas dificil, debido a que las plantas entran a un estado de
estrés por transpiracion acelerada, que influye mucho en la tasa de supervivencia
(Olmos et al. 2002).

Algunos problemas presentes en la micropropagacion, suelen dificultar el desarrollo del
explante in vitro. Las especies lefiosas son recalcitrantes y dificiles de regenerar (dificiles
de propagar) (Olmos et al. 2002). Otros factores que influyen negativamente son la
oxidacion y la contaminacion. La oxidacion es un fenédmeno de ennegrecimiento causado
por la oxidacion de compuestos fenodlicos liberados por la planta; suelen ser fitotoxicos
causando la muerte (George y Klerk 2008). En algunos casos el explante in vitro puede
presentar problemas de contaminacién, debido a que posee bacterias u hongos endoéfitos
(Bhojwani y Dantu 2013).

2.2.5.2. Medio de cultivo

El medio de cultivo es definido como una formulacion de sales inorganicas y compuestos
organicos requeridos para la nutricion y manipulacién de los cultivos, el medio de cultivo
mas utilizado es MS (Murashige y Skoog 1962) el cual fue desarrollado inicialmente para

el crecimiento de callos de tabaco y en la actualidad se emplea como medio de cultivo

19



basal para un grupo importantes de plantas de interés para la alimentacién y con fines
ornamentales. EI medio formulado por Lloyd y McCown (1981) conocido como Woody
Plant (WP) es usualmente recomendado para el desarrollo de explantes de plantas lefiosas.
(Mroginski et al. 2010).

Los componentes de los medios de cultivo generalmente se agrupan en cinco clases de
compuestos: macro y micro elementos; fuente de carbono (generalmente sacarosa);

constituyentes organicos; y en algunos casos reguladores del crecimiento.

El medio de cultivo usado en esta investigacion es el medio MS/2 que corresponde al
medio MS a mitad de concentraciones en sales y constituyentes organicos (ANEXO 1), ya
que multiples autores mencionan este medio de cultivo como enraizador para el género
Actinida.

Macronutrientes

Son macronutrientes todos aquellos elementos minerales que la planta requiere en grandes
cantidades, ya que participan en la formacion de la estructura vegetal, siendo entre otros:
Nitrégeno (N), Fosforo (P), Azufre (S), Calcio (Ca) y Potasio (K) (Abdelnour y Vincent
1994).

El medio MS contiene concentraciones relativamente altas de Nitrogeno en forma de
nitrato o amonio, Potasio en forma de nitrato de potasio, y Fdsforo en forma de fosfatos
(Roca y Mroginski 1991).

Micronutrientes

Los micronutrientes son elementos minerales que la planta requiere en pequefias
cantidades, ya que participan como catalizadores de reacciones mayores, siendo entre ellos:
Hierro (Fe), Manganeso (Mn), Cloro (Cl), Cobre (Cu), Boro (B), Zinc (Zn), lodo (I),
Niquel (Ni), y Molibdeno (Mo); los cuales se utilizan a pequefias concentraciones
(Abdelnour y Vincent 1994).

El hierro en su forma elemental tiende a precipitar (Murashige y Skoog 1962), por ello se
adiciona conjuntamente con un agente quelante (Na;EDTA), que lo hace disponible en un

amplio rango de pH (Roca y Mroginski 1991).

Constituyentes Organicos
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Se denominan constituyentes organicos a todos los compuestos 0 elementos que se
adicionan a los medios de cultivo y que contienen dentro de su conformacion al carbono
con enlaces covalentes carbono-carbono y carbono-hidrégeno. Dentro de este grupo se
encuentran las vitaminas y aminoacidos. Dentro de las vitaminas que se adicionan al medio
de cultivo, la tiamina es la unica imprescindible para el buen crecimiento de los cultivos
(Mroginski et al. 2010). Dentro de las vitaminas que se utilizan en menor frecuencia se
tienen al &cido ascorbico, fdlico, nicotinico, pantoténico, tocoferol (vitamina E),
riboflavina y myo-inositol; y estos dependeran del tipo de cultivo que se utilice (Saad y
Elshahed 2012).

Fuente de Carbono

Se denomina fuente carbonada a aquel elemento que se adiciona al medio de cultivo y que
provee de energia o fuente energética para el desarrollo de los explantes. Esto es debido a
que las plantas en condiciones in vitro pierden su capacidad autotrofica, y es por ello que
se necesita agregar al medio una fuente de carbono, siendo la mas comun la sacarosa. La
concentracion de sacarosa que se agrega a los medios de cultivo oscila entre 2-5  por
ciento; y puede ser reemplazada por otros azucares conocidos como: fructosa, galactosa o
maltosa (Roca y Mroginski 1991).

2.2.5.3. Hormonas vegetales

Las hormonas vegetales o fitohormonas, son mensajeros quimicos que a concentraciones
muy bajas cumplen funciones de regulacion, metabolismo, crecimiento y morfogeénesis.
Sin embargo, también se ha encontrado otros tipos de fitohormonas que actGan como
sefializadores y que tienen efectos en la morfologia, resistencia a patdgenos y defensa ante
los animales herbivoros; de los cuales los identificados son los Brasinoesteroides, Acido

jasménico, Acido salicilico y el polipéptido Sistemina (Taiz y Zeiger 2006).

En la actualidad existen cinco grupos de hormonas conocidas como: Auxinas, Giberelinas,
Citoquininas, Etileno y Acido Abscisico; siendo el etileno la fithormona que no cumple la

funcion de desarrollo de la planta (Campbell et al. 2001).

Dentro del cultivo in vitro, las hormonas que mas se utilizan son las auxinas y citoquininas
(Abdelnour y Vincent 1994); también suelen utilizarse giberelinas y acido abscisico. El
tipo de hormona y la concentracion a usar dependerad del tipo de planta con la que se
trabaja (Morales et al. 2016).
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Auxinas

Las auxinas son una familia de sustancias quimicas que tienen la capacidad de regular el
crecimiento, la division celular y la diferenciacion de raices. Las auxinas méas utilizadas
son: AIA (Acido Indol-3- Acético), ANA (Acido a- Naftalen Acético), 2,4-D (Acido 2,4-
Diclorofenoxiacético), IBA (Acido Indol Butirico). El &cido indol-3- acético o AlA es la
auxina mas conocida, es una hormona natural que se produce en los apices de los tallos,

meristemos y hojas jovenes de yemas terminales (Mroginski et al. 2010).

La auxina biolégicamente activa encontrada en la especie modelo Arabidopsis thaliana es
el AlA, sin embargo, existen otras formas de auxinas en plantas como el IBA que cumplen
la misma funcion de crecimiento de tallo y desarrollo de radicular a concentraciones
establecidas. También se han sintetizado hormonas como el ANA, entre otros, con la

finalidad de utilizarlos como enraizadores en cultivo de tejidos. (Garay et al. 2014)

El mecanismo de accion de las auxinas permite la plasticidad de la pared celular, por ende,
la expansion de la célula. La elongacion se produce cuando las auxinas se unen a
receptores de la membrana plasmatica desencadenando varias reacciones que acidifican el
espacio entre membrana y pared celular. La acidificacion activa proteinas que rompen los
enlaces cruzados de celulosa haciendo eléstica a la pared celular ante un aumento de la
presion de turgencia. (Llorente 2000)

Segun Taiz y Zeiger (2006), el modelo de hormona que se usa para la biosintesis es AlA,
donde el precursor es el aminoacido Triptéfano (Trp). Existen varias vias de sintesis de
AlA, dentro de las cuales se tienen cuatro. La primera via es la del &cido indol-3 piravico
(IPA) siendo la mas comun de todas las vias; en la cual ocurre una reaccion de
desaminacion, seguida de una descarboxilacion y finalmente oxidado por una
deshirogenasa. La siguiente via es la de la triptamina (TAM), implicando en primera
instancia una descarboxilacion, seguida de una desaminacion y finalmente oxidado por una
deshidrogenasa. La tercera via es la del indol-3-acetonitrilo (IAN), en la cual el triptofano
es convertido en indol-3-acetaldoxina y luego a indol-3-acetonitrilo, donde luego se
transforma a AIA a través de una nitrilasa. Existe una cuarta ruta indol-3-acetamida (IAM),
gue no es usada por las plantas; donde solo las bacterias patdgenas Pseudomonas savastoni
y Agrobacterium tumefaciens la utilizan. Para ello hacen uso de las enzimas triptéfano

monooxigenasa y la IAM hidrolasa para obtener AlA.
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Hormonas de enraizamiento

Dentro de la Ultima etapa de micropropagacion, la del enraizamiento suele utilizar

hormonas como IBA y ANA debido a su amplia disponibilidad.

- IBA: Es un tipo de hormona enddgena de la planta, que usado en el cultivo in
vitro a concentracion de 0.02-0.2 mg/litro promueve el enraizamiento (Olmos et
al. 2004).

- ANA: Es una auxina sintética, que suele usarse como enraizador a
concentraciones de 1-10 mg/litro en el cultivo in vitro (Roca y Mroginski
1993).

Para el enraizamiento de kiwi, autores como Radice y Caso (1991), Scalize et al. (2001) y
Lozano (2017) emplean IBA en sus experimentos ya que resultan facilmente enraizar a
estas plantas en un periodo de 30 dias. Otros autores como Tanaka et al. (1997) y

Adiyaman et al. (2007) emplean ANA para el enraizamiento de las plantas de kiwi
Pelos radiculares

Los pelos radicales o radiculares son proyecciones tubulares y largas de las células
epidérmicas de la raiz, cuya principal funcion es captar agua y nutrientes minerales del
suelo (Peret et al. 2009).

El proceso de diferenciacion es sefializado por células del cortex, que por medio de un
conjunto de proteinas y hormonas inducen a la formacion y elongacion del pelo radicular
(Maldonado et al. 2015).

Maldonado et al. (2015) menciona que las hormonas propias responsables de la regulacion
de la formacién de pelos radiculares son las auxinas y etileno independientemente. En el
cultivo in vitro se puede inducir a la formacion de pelos radiculares a través de la

combinacion de auxinas y citoquininas (Ortiz et al. 2017)

Dentro del enraizamiento in vitro, los pelos radiculares son importantes para la
aclimatacién, especialmente si se habla del cultivo de meristemos (Roca y Mroginski
1991).
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Citoquininas

Son encargadas de la regulacion de varios procesos celulares, entre ellos la division celular
en el crecimiento y desarrollo (Taiz y Zeiger 2006). Dentro de las citoquininas que mas se
utilizan actualmente, estan: Kinetina (6-furfuril-aminopurina), Zeatina (6-4-hidroxi- e -
metil but-trans-2-enilamino-purina) y BAP (6-N-Bencilaminopurina) (Roca y Mrongiski
1993).

La kinetina fue la primera citoquinina en ser descubierta al demostrar la induccién de la
division celular en tabaco. Se demostr6 que era un derivado de la adenina (aminopurina), y
esto se debe a la ruptura de ADN por accion del calor. Después de varios afios de ser
descubierta la kinetina, se descubrid otra sustancia con el mismo efecto, aislada del maiz,
la zeatina. La zeatina es la hormona vegetal que predomina en plantas superiores. (Taiz y
Zeiger 2006)

La hormona BAP es una citoquinina sintética que estimula la division celular; suele ser la
hormona maés eficiente y usada en el cultivo de tejidos debido a su disponibilidad. Las
concentraciones usadas son de 0.2-2ppm; favoreciendo la formacion de brotes por

explante, mas no su elongacion. (Bhojwani y Dantu 2013)

La regulacion de la morfogénesis esta dado por auxinas y citoquininas; por lo que una
concentracion mayor de citoquininas frente a auxinas induce la formacion de brotes o
yemas, mientras que una concentracion mayor de auxina frente a citoquininas induce la

formacion de raices (Machakova et al. 2008).

La biosintesis de citoquininas comienza con la isomerizacion de isopentinil pirofosfato
(IPP) obtenido de la ruta del mevalonato. Esta permite la reaccion con adenosin
monofosfato (AMP); quien luego sufre la remocion de un grupo fosfato y del azlcar ribosa
para formar el intermediario isopentinil adenina que es precursor de las diferentes formas
de citoquininas. (McGaw 1995)

Giberelinas

Su funcion principal es estimular la division celular incrementando el crecimiento del tallo
de la planta. También reducen el periodo de la dormancia en semillas, estimula el
desarrollo de algunas yemas, induce a la floracion e influye en el cuajado del fruto (Taiz y
Zeiger 2006).
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Dentro de los tipos de giberelinas que se conocen, el acido giberélico (GA3) es muy usado
en el cultivo de tejidos (Bhojwani y Dantu 2013).

Acido abscisico

Es un antagonista a las deméas hormonas, inhibiendo el crecimiento. Conlleva a respuestas

fisioldgicas en la absicion de hojas y frutos, y el estrés hidrico (Bhojwani y Dantu 2013).
Etileno

Es la hormona gaseosa, que es producida por los tejidos en la maduracién del fruto y
cuando la planta entra en estado de estrés; ya se por sequia, inundacion o enfriamiento
(Taiz y Zeiger 2006).

2.2.6. Aclimatacion

Las plantas formadas en condiciones in vitro, crecen bajo un ambiente controlado y si son
llevadas a su ambiente natural, pueden deshidratarse facilmente y morir, por lo tanto, es
muy importante que sean sometidas a un acondicionamiento previo llamado

endurecimiento o aclimatacion (Suarez 2011).

Después de transferir las plantas al ambiente ex vitro, estas deben modificarse para lograr
la adaptacién al nuevo ambiente, ya sea en el invernadero o en el campo, algunas posibles
adaptaciones a las condiciones in vitro que inducen perturbaciones en las plantas que se
estan desarrollando, por ejemplo: alta humedad relativa, bajo o nulo intercambio gaseoso,
escasez de CO2 durante casi todo el periodo, produccién de etileno y baja densidad
fotosintética. Por otra parte, la anatomia de la hoja es influenciada por la luz y la humedad,

diferenciandose anatomicamente de las originadas in vivo (Brainerd et al. 1981).

La aclimatacion es un factor importante en la posterior supervivencia de la planta, ya que
es una etapa critica dentro del proceso, en la que se produce la mayor pérdida de plantas.
En ella es importante comenzar reduciendo gradualmente la humedad relativa, para
permitir con esto ademas del cierre estomatico, una mejor formacion de cuticula y
disminuir la pérdida de agua. Por otra parte, para tener mejores resultados en el

establecimiento ex vitro es necesario el desarrollo radicular in vitro (Pierik 1990).

El uso de cubiertas plasticas usadas como barrera o cubierta en el proceso de aclimatacion,
permiten reducir el efecto de deshidratacion de las plantas provenientes de in vitro por

parte del viento, asi como la reduccion de la perdida de agua en el sustrato. En el caso de
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plantas de vid, estas infraestructuras permiten la aclimatacion durante un lapso de tres
semanas con cubierta y una sin ella, con una humedad del 68 — 75 por ciento (Thomas
1998).

Durante el proceso de la aclimatacion, se desarrollan dos fases: La fase de endurecimiento

y la fase de vivero (Oviedo 2015).

La fase de endurecimiento utiliza plantas de in vitro que hayas sido enraizadas para su facil
obtencion de elementos. En esta fase, la planta experimenta un cambio en los nutrientes; el
descenso de los minerales obtenidos por el medio MS a un sustrato con materia organica y
sales minerales. Segun Pineda et al. (2012) esta fase puede durar 15 dias, y las plantas
deben encontrarse con una humedad relativa entre 80-93 por ciento, hasta los 30 dias
donde la humedad relativa oscila entre 60-70 por ciento; donde las plantas ya pueden

pasar a la fase de vivero.

Esta es la Gltima fase de aclimatacion, la cual las plantas se desarrollan hasta alcanzar un
tamafio prudencial, que permita un trasplante al campo. Estas plantas se desarrollan en un
ambiente contra plagas y enfermedades, generando futuras plantas resistentes (Oviedo
2015).
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I1l. MATERIALES Y METODOLOGIA

3.1. Lugar de ejecucion

La presente investigacion se llevo a cabo en las instalaciones de los laboratorios del Centro
de Investigacion de Recursos Genéticos, Biotecnologia y Bioseguridad (CIRGEBB) de la
Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM).

3.2. Infraestructura del laboratorio

- Cuarto de siembra
Ambiente de 40 metros cuadrados de acceso controlado, aséptico en donde se
ubican las camaras de flujo laminar para realizar la micropropagacién con el debido
control de infecciones.

- Cuarto de cultivo o crecimiento
Ambiente controlado con un fotoperiodo de 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad,
temperatura de 22°C +/- 2°C e intensidad luminica de 2200 Lux.

- Casamalla
Ambiente de 100 metros cuadrados cubierto con malla antiafidos de 60 micras de
poro, hecha a base de polietileno; que protege a las plantas del ingreso de insectos,
y una malla rashell metélica al interior a una altura de 3 metros que protege de la

radiacion solar.

3.3. Materiales

Material vegetal

Para el desarrollo de esta investigacion se utilizaron plantulas in vitro de kiwi verde
variedad Hayward, que venian siendo micropropagadas por el CIRGEBB-UNALM. El
protocolo de micropropagacion fue desarrollado por el CIRGEBB en investigaciones
llevadas a cabo con anterioridad. Las primeras plantulas introducidas por el CIRGEBB
fueron obtenidas por germinacion de semillas compradas en los EEUU, las que luego de
obtenerse el medio de micropropagacion, fueron propagadas y mantenidas en condiciones

in vitro.



Materiales de laboratorio

- Probetas de 1000 ml y 100 ml - Placas Petri

- Pipetas graduadas de 10 ml y 5 - Pinzas
ml - Bisturies

- Beakers de 2000 ml y 1000 ml - Algodon

- Micropipeta de 100-1000 pl - Mechero

- Puntas de micropipeta de 100-1000 - Papel aluminio
ml - Pabilo

- Frascos de vidrio de 450 ml - Parafilm™

Medio de cultivo

- Murashige y Skoog (MS) (1992)

Soluciones Stock

- Acido Naftalen Acético (ANA) 1000 ppm
- Acido Indol Butirico (IBA) 1000 ppm

- Alcohol 70° y 96°

- Agua destilada

Materiales de campo

- Sustrato ARANMIX (Turba y perlita).
- Agua de pozo.

- Bolsas de almacigo de 0.8 L

- Bandejas antigoteo

- Caja de plastico PVC transparente

- Fungicida Cercobin 0.5 por ciento

Equipos
- Potenciometro - Balanza analitica
- Destilador - Plato con agitador magnético
- Estufa - Horno microondas
- Autoclave - Microscopio
- Cémara de flujo laminar - Refrigeradora -20°C
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3.4. Metodologia

3.4.1. Homogeneizacion de explantes

A partir de las plantas in vitro de kiwi variedad Hayward mantenidas por el CIRGEBB, se
seccionaron esquejes como explantes, trabajando en forma aséptica. Dentro de una camara
de flujo laminar y con ayuda de una pinza y bisturi, fueron sembrados en medio de
propagacion exento de fitohormonas (MS/2), colocando 4 esquejes dentro de frascos de
vidrio de 450 ml; todo en condiciones asépticas. Cada frasco conteniendo 4 esquejes,
fueron incubados en el cuarto de crecimiento durante 45 dias, periodo en el cual se observo
el crecimiento de las plantulas, quedando listas para ser utilizadas en los experimentos de

esta investigacion.
3.4.2. Instalacién del experimento

3.4.2.1. Preparacion de los Tratamientos
Se prepararon los medios de cultivo para la instalacion de los 5 tratamientos que formaron
parte de la fase experimental:

- Medio 1: Medio MS/2 sin fitohormonas (Medio Control)

- Medio 2: Medio MS/2, suplementado con ANA 0.5 ppm.

- Medio 3: Medio MS/2, suplementado con ANA 1.0 ppm.

- Medio 4: Medio MS/2, suplementado con IBA 0.5 ppm.

- Medio 5: Medio MS/2, suplementado con IBA 1.0 ppm.

A todos los medios se le ajustd el pH (5.6), usando HCI o NaOH (1N). Luego, se le
adicion6 agar (HMEDIA, 7g), y se licu6 el agar haciendo uso de un microondas.
Finalmente, cada medio fue dispensado en frascos de vidrio de 450 ml, a razén de 50 ml
por frasco. Se sell6 el frasco con papel aluminio y papel periodico, antes de ser
autoclavado a 15 Ib de presion por 20 minutos.

5.4.2.2. Micropropagacion

A partir las plantulas obtenidas en el periodo de homogeneizacion, se procedidé a
micropropagar en los medios que corresponden a los tratamientos establecidos. La siembra
se hizo en condiciones de absoluta asepsia, en cdmara de flujo laminar. Las plantulas
fueron colocadas sobre placas Petri estériles, y con ayuda de una pinza y bisturi se
procedio a realizar cortes dejando esquejes con 2 yemas. En cada frasco conteniendo los

medios de cultivo, fueron sembrados 3 esquejes. Los tratamientos fueron llevados luego al
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cuarto de crecimiento en donde se dejaron desarrollar y tomar las evaluaciones

planificadas.
Enraizamiento y morfologia radicular

Durante el periodo de desarrollo y crecimiento, se realizaron observaciones y mediciones

de la raiz.

- A los 30 dias: Se escogieron en forma aleatoria una plantula de cada uno de los
cinco frascos que conformaron las repeticiones de cada tratamiento. Esto constituyo
cinco plantas a evaluar; a cada una de ellas se le cort6 la raiz, se le tomo el peso
fresco y luego de 48 horas, el peso seco. La deshidratacion se hizo en una estufa a
30°C durante 48 horas.

- A'los 60 dias: De igual forma, se escogieron en forma aleatoria una plantula de
cada uno de los cinco frascos que conforman las repeticiones de cada tratamiento.
Esto constituy6 cinco plantas a evaluar; para ello, a cada una de ellas se le cortd la
raiz, se le tomé el peso fresco y el peso seco.

- Adicionalmente, con ayuda de un microscopio a un aumento de 10x, se observo la

presencia o ausencia de pelos radiculares.
Unidad experimental

Se utilizé como unidad experimental cada explante sembrados en frascos de vidrio de 450
ml de capacidad, los cuales contenian 40 ml de medio de cultivo descrito para cada

tratamiento.
Analisis estadistico

El experimento fue analizado con un disefio completamente al azar (DCA). Donde se
utilizé la prueba de Analisis de la Varianza (ANOVA), para evaluar la existencia de
diferencias significativas.
Yij=p+1i+€ij,
Donde:
Y ij = Peso freso o seco, a los 30 o 60 dias.
u = Promedio del peso fresco o seco, a los 30 o 60 dias.
T 1 = Efecto de la i-ésima concentracion de fitohormona en el medio.

€ ij = Error experimental.
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Cuando se encontraron diferencias significativas, se realizo la prueba Test de Tukey, que
consistié en la comparacion entre tratamiento en pares, demostrando asi los tratamientos

que son diferentes significativamente.

El andlisis estadistico usado fue llevado a cabo usando el programa Infostat 2017. Los
analisis de los datos que cumplieron el supuesto, fueron realizados a un nivel de confianza
del 95 por ciento (a = 0.05).

5.4.2.3. Aclimatacion
Las plantas desarrolladas in vitro por el periodo de 60 dias, fueron extraidas, lavadas con
agua potable descartando todo resto de medio de cultivo, colocadas dentro de frascos de

vidrio de 450 ml con 20 ml de agua destilada y tapadas con papel aluminio.

Estos frascos fueron colocados dentro de la casa de malla donde permanecieron por un
periodo de siete dias. Cumplido este tiempo las plantas fueron trasplantadas a bolsas de
almacigo de 0.8 L de volumen con sustrato ARANMIX previamente tratado con Cercobin
0.5 por ciento (fungicida) (ANEXO 3). Se humedeci0 el sustrato con agua destilada y se
colocaron las bosas dentro de bandejas antigoteo. Luego se cubri6 toda la bandeja con una
caja de plastico de PVC transparente, donde permanecié en esa condicion por un periodo
de 15 dias. Transcurrido los 15 dias se retird la caja de plastico de PVC transparente
exponiendo las plantas al ambiente por otros 15 dias.

Supervivencia ex vitro

Al finalizar el periodo de 30 dias de las plantas en casa de malla, se evalu6 el niamero de

plantas sobrevivientes.
Unidad experimental

Se utilizaron como unidades experimentales al conjunto de 5 explantes desarrollados in

vitro al cabo de 60 dias en los medios de cultivo descritos como tratamientos.
Analisis estadistico

El experimento fue analizado con un disefio completamente al azar (DCA). Donde se
utilizé la prueba de Analisis de la Varianza (ANOVA), para evaluar la existencia de

diferencias significativas.
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Yij=p+tit&i

Donde:

Y ij = Porcentaje de supervivencia de la planta a los 30 dias de aclimatadas.
u = Promedio de plantas sobrevivientes a los 30 dias.
11 = Efecto de la i-ésima concentracion de fitohormona en el medio.

€ 1) = Error experimental.

En el caso de haber diferencias significativas, se realiz6 la prueba Test de Tukey, que
consistio en la comparacion entre tratamiento en pares, demostrando asi los tratamientos

que son diferentes significativamente.

El andlisis estadistico usado fue llevado a cabo usando el programa Infostat 2017. Los
analisis de los datos que cumplieron el supuesto, fueron realizados a un nivel de confianza
del 95 por ciento (a = 0.05).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Desarrolloy Morfologia Radicular in vitro

A partir de los 15 dias de cultivados los explantes, se pudo apreciar la aparicion de yemas
radiculares, las mismas que fueron creciendo paulatinamente hasta alcanzar un buen

desarrollo, es decir las plantulas alcanzaron a mostrar una buena masa radicular.

4.1.1 Evaluacion del desarrollo radicular a los 30 dias de cultivados los explantes

Como puede observarse en la Tabla 3, los tratamientos suplementados con fitohormonas
(ANA o IBA) presentaron un mayor peso fresco radicular respecto al control.
Encontrandose que el mayor valor tanto para peso fresco como para peso seco de las raices
se alcanzé en el tratamiento cinco, es decir cuando el medio de cultivo estuvo
suplementado con IBA 1.0 ppm.

Tabla 3: Valores promedio para peso fresco y peso seco de las raices a los 30 dias de cultivados
los explante in vitro.

Tratamiento Peso fresco (g) * | Peso seco (g) * Pelos radiculares
Control (MS) 0.1384 A 0.0106 A Ausencia
MS/2 + ANA 0.5 ppm | 0.1890 B 0.0167 A B Ausencia
MS/2 + ANA 1.0 ppm | 0.1918 B 0.0191 BC Ausencia
MS/2 + IBA 0.5 ppm | 0.2122 B 0.0245 C D Presencia
MS/2 + IBA 1.0 ppm | 0.2264 B 0.0301 D Presencia

FUENTE: Elaboracion propia.

* Letras diferentes indican diferencias significativas (p > 0.05)

Con respecto a las observaciones realizadas, en cuanto a la formacion de pelos radiculares,
éstas se observaron haciendo uso de un microscopio estereoscopio. Dichas estructuras se
encontraban presentes en los tratamientos: MS/2+IBA 0.5 ppm y MS/2+ IBA 1.0 ppm.
(Figura 9)

A través del analisis de la varianza y el test de Tukey, para un nivel de significancia de
0.05, se encontrd que no existe diferencias significativas entre los diferentes tratamientos
empleados, pero todos ellos superan al medio control, para la variable peso fresco a los 30
dias de cultivados. (Anexo 5)



Figura 9: Desarrollo radicular de kiwi verde a los 30 dias de cultivado. (a) Control.
(b) MS/2 +IBA 1.0 ppm.
FUENTE: Elaboracion propia.

En relacion a la variable peso seco, a los 30 dias de cultivados los explantes, podemos
observar que existen diferencias significativas a un nivel de 0.05 de significancia, entre los
tratamientos y de éstos comparados con el medio control. Se puede observar dos
agrupamientos, un agrupamiento esta representado por los tratamientos “MS+ANA” vy el

segundo agrupamiento representado por los tratamientos “MS+IBA”. Ver ANEXO 5.

Podemos igualmente indicar, de acuerdo a los resultados observados, que el tratamiento
“MS/2 + IBA 1.0 ppm” resulta ser mejor enraizador a los 30 dias de cultivados los
explantes in vitro, con un peso seco promedio de 0.03g, siendo éste el mayor valor entre
los tratamientos (Figuras 10 y 11).

Con los resultados obtenidos se pudo identificar que el tratamiento con IBA a 1.0 ppm
presenta mayor cantidad de masa vegetal radicular a los 30 dias (Figuras 11);
considerandose un buen enraizador para esta variedad de Kiwi. Este resultado también fue
obtenido por Lozano (2017), quien considera la fitohormona IBA 1.0 ppm como buen
enraizante para esta variedad de kiwi. Sin embargo, dicho autor incorpora en el medio de
cultivo carbdn activado a una concentracién de 25 mg/L o ppm, registrando mejores
resultados en el enraizamiento. Estos resultados probablemente se deben a que el carb6n
activado es usado para adsorber sustancias toxicas o inhibitorias del medio de cultivo, que
usualmente son generados por el autoclavado de los medios o son secretados por la misma

planta, como son los compuestos fendlicos (Roca y Mroginski 1991).
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Figura 10: Promedios de los tratamientos para la evaluacion a los 30 dias. (a) Peso fresco. (b) Peso
seco.
FUENTE: Elaboracion propia.

Autores como Radice y Caso (1991), y Scalize et al. (2001) utilizaron IBA como
enraizadores in vitro, habiendo obtenido los mejores resultados a una concentracion de
IBA de 0.1 ppm luego de 30 dias de cultivados. Resultado que difiere con los obtenidos en
la presente investigacion, probablemente debido a que los autores mencionados aislan los
brotes generados por los explantes provenientes de la accion de citoquininas para luego
enraizarlas, mientras que en la presente investigacion es el explante quien desarrolla parte

aérea y radicular simultaneamente.

Con respecto al uso de fitohormona ANA, Tanaka et al. (1997) reporta haber obtenido los
mejores resultados en el enraizamiento utilizando esta hormona a una concentracion de 1.0
ppm al cabo de 30 dias de cultivados los explantes, mientras que Adiyaman et al. (2007)
reportan un mejor enraizamiento a la misma concentracion, pero al cabo de 42 dias de
cultivados los explantes. Los resultados mencionados por los autores son diferentes a los
obtenidos en la presente investigacién, debido a que no se han identificado diferencias
significativas de los dos tratamientos de ANA establecidos (ANA 0.5 ppm y ANA 1.0
ppm), evaluados a los 30 dias de cultivados los explantes (Figura 11).

Si bien los autores mencionados utilizaron como variables longitud de las raices y numero
de raices, y el presente experimento utilizd las variables peso fresco y peso seco;

denotando el mismo efecto.
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4.1.2 Evaluacién del desarrollo radicular a los 60 dias de cultivados los explantes

A los 60 dias de cultivado los explantes, estos mostraron un mayor crecimiento radicular
(ANEXO 4.1), pudiéndose apreciar con claridad las diferencias entre los tratamientos
suplementados con fitohormonas (Figura 12). Ademas, fue posible apreciar la aparicion de
pelos radiculares. Se cuantificd el peso de las raices tanto en fresco como en seco y se
identifico la presencia o ausencia de pelos radiculares (Tabla 4).

Tabla 4: Valores promedio para peso fresco y peso seco de las raices a los 30 dias de
cultivados los explante in vitro.

Tratamiento Peso fresco (g) | Peso seco (g) | Pelos Coloracion
radiculares

Control (MS/2) 0.2123 A 0.0150 A Ausencia Marron claro y
rojo

MS/2+ANA 0.5ppm |0.3843 B 0.0242 A Presencia Marrén claro y
rojo

MS/2+ANA 1.0ppm |0.4629 BC |0.0442 B Presencia Marrén claro

MS/2+IBA 0.5 ppm 0.5804 C |0.0549 B Presencia Marrén oscuro

MS/2+IBA 1.0 ppm 0.6047 C |0.0712 C | Presencia Marrdn oscuro

FUENTE: Elaboracién propia.

Se observo con mucha claridad la diferencia de los tratamientos comparados al medio

control.

Figura 11: Comparacion en el desarrollo radicular de kiwi verde a los 60 dias.
(a) MS/2 + ANA 1.0 ppm. (b) MS/2 + IBA 1.0 ppm
FUENTE: Elaboracion propia
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En cuanto a peso fresco y peso seco, se observd que ambas fitohormonas produjeron
incremento en el peso, y existe una progresion de aumento al incrementar la concentracion
de las mismas, siendo los valores superiores en los tratamientos que presentaron IBA. Ver
Figura 16.

Otra observacion registrada en los tratamientos suplementados con fitohormonas fue la

presencia de pelos radiculares (Figura 13).

Figura 12: Pelos radiculares en kiwi verde a los 60 dias. (a) MS/2 +ANA 1.0 ppm.
(b) MS/2 + IBA 0.5 ppm.
FUENTE: Elaboracion propia.

Se pudo apreciar que en todos los tratamientos evaluados a los 60 dias, los explantes
presentaban pelos radiculares, mientras que las plantulas desarrolladas en los medios
control no.

Se realizaron observaciones de los pelos radiculares bajo microscopio estereoscopico a un
aumento de 10X (ANEXO 6.6); comprobandose que en el medio control no se observaban
pelos radiculares, versus que estos si se encontraban presentes en los medios
suplementados con fitohormonas, ver Figura 14.

Al realizar el analisis de variancia y la prueba de Tukey de los datos obtenidos para peso

seco y peso fresco a los 60 dias de cultivados, se encontré claras diferencias significativas
entre los tratamientos. Se puede observar que ambas fitohormonas inducen la formacion de
raices, siendo el IBA que tiene un mayor efecto inductor, asimismo que se incrementa la
masa radicular conforme se incrementa la concentracion de las fitohormonas. Ver ANEXO

5.3
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Para la variable peso fresco, a los 60 dias de cultivados los explantes, se observé que los
tratamientos “ANA 0.5 ppm” y en conjunto “IBA 1.0 ppm, IBA 0.5 ppm y ANA 1.0 ppm”
inducen igual respuesta a la formacion de raices, superando visiblemente al medio control,
ver ANEXO 5.3. La variable peso seco, a los 60 dias de cultivados los explantes mostrd
que el tratamiento que incorpora “IBA 1.0 ppm” muestra mayores valores comparados a

los otros tratamientos, ver ANEXO 5.4 y Figura 16.

Figura 13: Presencia de pelos radiculares usando microscopio con aumento 10X.
(a) Control. (b) MS/2 + ANA 1.0 ppm. (c) MS/2 +IBA 1.0 ppm.
FUENTE: Elaboracion propia.

Los resultados encontrados en la presente investigacion coinciden con los realizados por
Lozano (2017) quien obtuvo mejores resultados al utilizar IBA a 1.0 ppm; sin embargo, el
tiempo de evaluacion por dicho autor es de 30 dias por lo que puede corroborar que el

efecto perdura a los 60 dias de cultivados los explantes.
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Figura 14: Promedios de los tratamientos para la evaluacion a los 60 dias. (a) Peso fresco.
(b) Peso seco
FUENTE: Elaboracion propia.

Por el contrario, Adiyaman et al. (2007), encontraron mejor enraizamiento usando ANA a
1.0 ppm luego de un periodo de 42 dias, resultado que es factible comparar entre el
tratamiento Control, ANA 0.5 ppm y ANA 1.0 ppm, comprobandose que es mejor este
ultimo (Figura 16). Sin embargo, al comparar el efecto entre esta hormona e IBA, resulta

ser IBA la que mejor resultado en enraizamiento presento.

Mohan y Katsuaki (2003) menciona que en el proceso de enraizamiento resulté mejores
aquellos medios suplementados con ANA e IBA a una concentracion de 0.2 ppm. Siendo
muy diferente a los utilizados en esta investigacion; a pesar de no utilizar la misma
concentracion de hormonas se pudo diferenciar claramente que el efecto tanto de ANA

como IBA son totalmente diferentes.

Con respecto a la formacion de pelos radiculares, se encontré que estos se formaron en
aquellos tratamientos suplementados con ANA (0.5y 1.0 ppm) e IBA (0.5y 1.0 ppm) a los
60 dias. La aparicion de estas estructuras es consecuencia de la accion de auxinas,
especificamente ANA e IBA como lo es mencionado por Gomez et al. (2009), quienes
también obtuvieron pelos radiculares, pero a distintas concentraciones. Sin embargo, otros
autores como Predroso et al. (1992), indican el desarrollo de pelos radiculares usando
Acido Indol Acético a 0.05 ppm en la variedad de kiwi verde Hayward, dando a entender
que la aparicion de pelos radiculares en esta variedad es provocada también por otros tipos

auxinas.
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Otra diferencia encontrada es el tiempo de aparicion de pelos radiculares; estos se observan
a partir del dia 30 de cultivados los explantes para los tratamientos suplementados con IBA
(0.5y 1.0 ppm), mientras que su presencia se nota a los 60 dias de cultivado el explante en
los tratamientos que presentan ANA (0.5 y 1.0 ppm). Sin embargo, debe precisarse que los
pelos radiculares son estructuras muy fragiles ya que luego de los 60 dias de cultivados los
explantes, se observa el colapso de las estructuras, probablemente debido a la desecacion

del medio, coincidiendo con lo reportado por Peret et al. (2009).

La coloracion de las raices determiné el estado de estrés de la planta. Por lo que aquellas
raices que presentaban coloracion marron clara y/o rojiza; encontrado en el tratamiento
Control y los tratamientos suplementados con ANA (0.5 y 1.0 ppm); presentaban células
jévenes o en estadios mas tempranos; por ende, menos estrés. A comparacion de las raices
de coloracién marrén oscuro, encontrado en los tratamientos suplementados con IBA (0.5
y 1.0 ppm); que podrian presentar suberina en sus tejidos, debido al colapso o muerte de

los pelos radiculares.

4.2 Supervivencia ex vitro

Se realiz6 la observacion de las plantas al finalizar los 30 dias de aclimatadas, hallando
consigo el porcentaje de supervivencia para cada concentracion de fitohormona (Tabla5)
(ANEXO 4.2). Se observo que el tratamiento suplementado con “IBA 0.5 ppm” y “ANA
1.0 ppm” (Figura 17), mostraron mayor porcentaje de supervivencia entre los tratamientos
al cabo de 30 dias de aclimatadas; comparado con el control, que presentd un menor

porcentaje de supervivencia entre los tratamientos.

Tabla 5: Evaluacion de la supervivencia ex vitro después de 60 dias in vitro.

Tratamiento Supervivencia (%)

Control (MS/2) 26.67 A

MS/2+ANA 05 ppm | 333 A

MS/2+ANA1.0ppm [8000 A B

MS/2+IBA 0.5 ppm 86.667 B

MS/2+IBA 1.0 pm 60.00 B

FUENTE: Elaboracion propia.
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Figura 15: Plantas de kiwi verde aclimatadas al cabo de 30 dias. () MS/2 + ANA 1.0 ppm.

(b) MS/2 + IBA 0.5 ppm.
FUENTE: Elaboracion propia.

El Analisis de varianza y la prueba de Tukey demostraron que los tratamientos ANA 1.0
ppm e IBA 0.5 ppm no presentan diferencias significativas; pero si son significativamente
diferentes a los tratamientos control y ANA 0.5 ppm. Por lo que los tratamientos
suplementados con ANA 1.0 ppm o IBA 0.5 ppm resultaron mejores para aclimatar en esta
investigacion (ANEXO 5.5).

De los tratamientos que se utilizaron, las que alcanzaron el mayor porcentaje de
supervivencia después de 30 dias de aclimatadas, fueron aquellas plantas tratadas con
ANA 1.0 ppm e IBA 0.5 ppm (Figura 18). Estos resultados han sido demostrados por
Adiyaman et al. (2007) en el caso del tratamiento con ANA y Lozano (2017) en el caso del
tratamiento con IBA. ppm, quienes obtuvieron un gran porcentaje de supervivencia entre

80-90 por ciento.

Sin embargo, adicionalmente los trabajos realizados por Lozano (2017) incluyen el uso de
IBA 1.0 ppm obteniéndose un porcentaje de supervivencia del 90 por ciento, el cual
difiere al resultado obtenido en esta investigacion, ya que el porcentaje de sobrevivencia
obtenido fue menor (Figura 18). Una de las posibles causas puede deberse al uso de esta
concentracion de fitohormona para el desarrollo exclusivo de raices, ya que dicho autor
utiliza brotes desarrollados con la finalidad de enraizarlos como se menciond

anteriormente.

Al saber que los tratamientos suplementados con IBA a 1.0 ppm dieron valores mayores en
cuanto al peso de las raices; difiere mucho con los valores encontrados en la etapa de

aclimatacién. Esto puede deberse que las plantas desarrolladas in vitro a dicha
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concentracion, presentaban un sistema radicular méas estresado por la desecacion del
medio, mostrandose asi los pelos radiculares colapsados (ANEXO 6.6). De esta manera, la
raiz se cubre de suberina, haciéndola impermeable para evitar la pérdida de agua (Azcon y
Talon 1993). Sin embargo, dicha capa dificulta también la absorcion de agua en el proceso
de aclimatacion, siendo esta ultima indispensable en el proceso. Por ello, la reduccion del

porcentaje de plantas supervivientes para dicha concentracion.

El sustrato comercial que se utilizo (ARANMIX), presentaba en su composicion Turba y
Perlita a una proporcién 6:1 respectivamente. Segun autores como Gonzales et al. (1995),
Mohan y Katsuaki (2003) y Lozano (2017), utilizan ademas de turba o tierra vegetal, arena
es una proporcion 1:1, debido a que la planta de Kiwi tiende a sufrir asfixia radicular
(Garcia et al. 2015). Por ello la adicion de arena al sustrato, podria aumentar ain mas el

porcentaje de supervivencia y con ello un mayor desarrollo de la planta.
97.0004

76.8331

56.6671

36.5001 i

16.333 i 1

Control AN&DS  ANATD B& 0.5 1BA 1.0
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Supeniivencia (%)

Figura 16: Promedios obtenidos luego de la evaluacion a los 30 dias de aclimatadas las plantulas.
FUENTE: Elaboracion propia.
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V. CONCLUSIONES

El uso de Auxinas (ANA e IBA) favorecen la formacion de masa radicular en Kiwi verde

var. Hayward.

El uso de IBA 1.0 ppm es el tratamiento que mostré mejores resultados en cuanto a la
formacion de masa radicular in vitro para Kiwi variedad Hayward.

El uso de IBA permite la formacion de pelos radiculares a temprana edad.

Las plantas desarrolladas en medios suplementados con ANA 1.0 ppm o IBA 0.5 ppm,

muestran mejores respuestas en el proceso de aclimatacion.



VI. RECOMENDACIONES

Finalizado este experimento, se permite recomendar:

- El uso de fitohormonas ANA a 1.0 ppm o IBA 0.5 ppm para promover una buena
formacion radicular in vitro de kiwi verde var. Hayward y a la vez la aclimatacién
ex vitro de la planta.

- Los brotes que se obtienen del cultivo in vitro, forman raices rapidamente en el
proceso de enraizamiento, comparado con la siembra y cultivo de microesquejes.

- La adicion de otros sustratos como arena a la turba, podria mejorar la etapa de
estrés por aclimatacion, por ende, darian una mayor tasa de supervivencia.

- La aplicacion comercial del protocolo de micropropagacion y aclimatacion de
plantulas de Kiwi, requiere previamente establecer los protocolos de sexado de

plantas, ya que el Kiwi es una planta dioica.
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VIIl.  ANEXOS



Anexo 1: Composicion del medio de cultivo MS/2 (CIRGEBB).

Macronutrientes

(NH4 )NO3 (mg/L) 825
MgSQO4.7H20 (mg/L) 185
KNO3 (mg/L) 950
KH2PO4 (mg/L) 85

CaCl2.2H20 (mg/L) 220

Micronutrientes

FeS04.7H20 (mg/L) 13.9
Na,EDTA (mg/L) 18.65
H3BO3 (mg/L) 3.1
MnSO.4.4H0 (mg/L)  |11.15
ZnS04.7H20 (mg/L) 4.3
Na2Mo004.2H20 (mg/L) |0.125
CuS04.5H,0 (mg/L)  |0.0125
CoCl2.6H20 (mg/L) 0.0125
K1 (mg/L) 0.415

Constituyentes Organicos

Myo- Inositol (mg/L) 50
Tiamina HCI (mg/L) 0.05
Acido nicotinico (mg/L) |0.25
Glicina (mg/L) 1
Piridoxina HCI (mg/L) |0.25

Fuente de carbono y soporte

Sacarosa (g/L) 30
Agar (g/L) 7.5
pH 5.6

FUENTE: CIRGEBB
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Anexo 2: Forma disponible y funcién de los constituyentes de un medio de cultivo para plantas in

vitro.
Constituent Form of Role
availability
Potassium K Necessary for normal cell division, and synthesis of proteins and chlorophyll
Magnesium Mg™ Component of chlorophyll molecule
Calcium Ca® Constituent of cell wall; involved in the regulation of hormone responses and
could have a pre-emptive role in morphogenesis; deficiency may cause shoot tip
necrosis
Nitrogen NO;~ Important constituent of amino acids, vitamins, nucleic acids and proteins:
NH,* indirectly affects growth by its influence on pH of the medium: NH," is
Organic necessary for somatic embryogenesis in cell and callus cultures
Nitrogen
(vitamins/
amino acids)
Phosphorus PO’ Vital for cell division: storage and transfer of energy (part of AMP, ADP and
ATP)
Sulphur SO~ Present in some amino acids (cysteine, cystine and methionine) and proteins
Iron Fe™* Part of certain enzymes; functions as respiratory clectron carrier through such
compounds as cytochrome and oxidative enzymes, peroxidases and catalase
Copper Cu™* Part of certain oxidative enzymes such as cytochrome oxidases, tyrosinase and
ascorbic oxidase which serve to oxidize phenolic substances
Zinc Zn™* Component of the enzyme concerned with the synthesis of the IAA precursor
tryptophan; deficiency of zinc may cause rosetting/leaf chlororsis
Molybdenum  MoO;~ Component of some plant enzymes, such as nitrate reductase, and therefore,
essential for nitrogen metabolism
Boron BO;*~ Exact role not known but implicated in enhancing the rate of sugar movement in
plants
Thiamine Vitamin B, Involved in biosynthesis of certain amino acids; an essential cofactor in
carbohydrate metabolism could have synergistic interaction with cytokinins.
Ascorbic Vitamin C An antioxidant, prevents blackening during explant isolation
acid
Myo-inositol Phosphatidyl-inositol is important in signal transduction; inositol phosphate may
be acting as a second messenger to the primary action of auxins; probable role as
a carmrier and in storage of IAA as IAA-myo-inositol ester: a crucial precursor in
the formation of pectin and hemicelluloses required for cell wall; may have role
in the uptake and utilization of ions
Sucrose Serves as carbon and energy as well as osmotic agent

FUENTE: Tomado de Bhojwani y Dantu 2013:30.
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Anexo 3: Preparacion y aplicacion de Cercobin.

El Cercobin es un fungicida agricola en forma de polvo; y su aplicacién es sobre el follaje o sobre
el sustrato. En el tratamiento del sustrato ARANMIX, se utilizé Cercobin al 0.5 % diluido en agua.

Cercobin 0.5 % ---------------- 05¢g 100 mL

Se prepara 5 g de Cercobin en un volumen de 1 L.

e Se aplico un litro de Cercobin 0.5 % por un volumen de 20 Litros de sustrato.
e Luego de aplicar el fungicida, se coloco dentro de bolsas y se dejo reposar por 7 dias.
e El sustrato fue colocado en bolsas de almacigo, listos para usar.
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Anexo 4: Reporte de resultados totales obtenidos.

4.1 Reporte de resultados totales obtenidos de cada unidad experimental para las variables
peso fresco y peso seco radicular, a los 30 y 60 dias respectivamente; de cultivados los
explantes de kiwi verde var. Hayward.

CONTROL ANA 0.5 ANA 1.0 IBAO.5 |IBA1.0

0.0971 0.224 0.213 0.2107 0.2346

PESO 0.1536 0.2008 0.1672 0.2344 | 0.2548
FRESCO 0.1607 0.1401 0.1866 0.1912 0.1977
0.1238 0.1869 0.2085 0.197 0.2384

0.157 0.1934 0.1837 0.2276 0.2063

30 DIAS

0.0072 0.0179 0.0193 0.0248 0.0259

PESO 0.0128 0.0162 0.0122 0.0239 0.036
SECO 0.0131 0.0102 0.0195 0.0176 0.0349
0.0085 0.0187 0.0247 0.0283 0.0263

0.0116 0.0203 0.0199 0.0277 0.0275

0.2224 0.5717 0.4043 0.604 0.5246

PESO 0.2043 0.563 0.5277 0.5416 0.5269
FRESCO 0.2309 0.1635 0.545 0.6728 0.6509
0.2118 0.3382 0.4736 0.5392 0.6485

0.1922 0.4852 0.5641 0.5442 0.5727

60 DIAS

0.0178 0.0441 0.0413 0.0605 0.0809

PESO 0.0119 0.0125 0.0324 0.0579 0.0769
SECO 0.0188 0.0087 0.0508 0.0564 | 0.0696
0.0137 0.0315 0.0471 0.0482 0.0673

0.0128 0.024 0.0496 0.0516 0.0611

4.2 Reporte de resultados totales obtenidos para la variable porcentaje de supervivencia a
los 30 dias de aclimatadas las plantulas de kiwi verde var. Hayward.

Porcentaje de supervivencia (%)
R1 R2 R3 X
Control 40.00 20.00 20.00 26.67
ANA 0.5 40.00 40.00 20.00 33.33
ANA 1.0 60.00 100.00 80.00 80.00
IBA 0.5 80.00 100.00 80.00 86.67
IBA1.0 60.00 80.00 40.00 60.00
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Anexo 5: Andlisis De La Varianza (ANOVA)

5.1 Anélisis de la varianza (ANOVA) y resultados del test de Tukey para la variable peso fresco a
los 30 de cultivados los explantes de kiwi verde var. Hayward.

Anali=i= de la varianza

WVariable N R= E® L3 cv
pESO 25 0.65326 0.58391 12.70570

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. S gl CH F p-valor

Modelo. 0.02232 4 0.00558 9.41%88 0.0002
hormona 0.02232 4 0.00558 9.41988 0.0002
Error 0.01185 20 0.0005%

Total 0.03417 24

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.04606
Error: 0.000& gl: 20
hormona Medias n E.E.

Control 0.13544 5 0.01088 A

AWML 0.5 0.18%04 5 0.01088 B
AWNA 1.0 0.19%180 &5 0.0108%8 B
IBA 0.5 0.21218 &5 0.01088 B
IBA 1.0 0.22636 5 0.01088 B
Mesdias con una letra comin no son i

4

gnificativaments difersntes (p * 0.05)

4]

5.2 Anadlisis de la varianza (ANOVA) y resultados del test de Tukey para la variable peso seco a los
30 de cultivados los explantes de kiwi verde var. Hayward.

Analisis de la varianza

Variakle N R R® Aj CW
peso 25 0.77 0.72 20.36

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CH F p—valor

Modelo. 1.1E-03 4 2.8E-04 16.395% <0.0001
hormona 1.1E-03 4 2.8E-04 16.39% <0.0001
Error 3.4E-04 20 1.TE-05

Total 1.4E-03 24

Test:Tuokey Alfa=0.05 DMS=0.00778
Error: 0.0000 gl: 20
hormona Medias n E.E.

Control 0.01 5 1.8E-03 A

AMR 0.5 0.02 5 1.8E-03 A B

AMNR 1.0 0.02 5 1.8E-03 B C

IBA 0.5 0.02 5 1.8E-03 c D

IBA 1.0 0.03 5 1.8E-03 D

Medias con una letra comuin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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5.3 Andlisis de la varianza (ANOVA) y resultados del test de Tukey para la variable peso fresco a
los 60 de cultivados los explantes de kiwi verde var. Hayward.

Analisis de la varianza

Variable W E® ER*® Aj CW
pESOD 25 0.81 0.77 17.16

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. S5C gl CM F p—valor

Modelo, O0.51 4 0.13 21.47 <0.0001

hormona 0.51 4 0.13 21.47 <0.0001

Error 0.12 20 0.01

Total 0.63 24

Test:Tuokey Alfa=0.05 DMS=0.14576
Error: 0.0058 gl: Z0
hormona Media=zs n E.E.

Control 0.21 5 0.03 &

AWAL 0.5 0.38 5 0.03 B
EWZ 1.0 0.46 5 0.03 B C
IBL 0.5 0.58 5 0.03 C
IBL 1.0 0.60 5 0.03 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

5.4 Anélisis de la varianza (ANOVA\) y resultados del test de Tukey para la variable peso seco a los
60 de cultivados los explantes de kiwi verde var. Hayward.

Analisis de la varianza

Variable N RE REAJ CV
peso 25 0.88 0.85 20.24

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

Modelo. 0.01 4 2.6E-03 35.97 <0.0001

hormona 0.01 4 2.6E-03 35.97 <0.0001

Exrror 1.4E-03 20 7.2E-05

Total 0.01 24

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.01605
Error: 0.0001 gl: 20
hormona Medias n E.:E:

Control 0.02 S5 3.8E-03 A

ANA 0.5 0.02 S 3.8E-03 A

ANA 1.0 0.04 5 3.8E-03 B
IBA 0.5 0.05 S 3.8E-03 B
IBA 1.0 0.07 S5 3.8E-03 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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5.5 Andlisis de la varianza (ANOVA) y resultados del test de Tukey para la variable porcentaje de
supervivencia después de 30 dias de aclimatadas las plantulas.

Analisis de la varianza

Variable H R® R*® Aj CW
Supervivencia (%) 15 0.78 0,70 27.02

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

F.V. SC gl CH F p—valor
Modelo 8653.33 4 2173.33 9.08 0.0023
[ ] de hormona 86%3.33 4 2173.33 9.0 0.0023
Error 2400.00 10 240.00
Total 110593.33 14

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS5=41.62926
Error: Z240.0000 gl: 10

[ 1 de hormona Medias n E.E.
Control 26.687 3 8.%94 R
EWNL 0.5 33.33 3 B8.%94 &R
IBL4 1.0 60.00 3 B.94 A B
EWZ 1.0 80.00 3 B.94 B
IBL 0.5 86.67 3 B.94 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 6: Registro Fotografico.

6.1 Instalacion del experimento en el cuarto de crecimiento.

T YA

FUENTE: Elaboracion propia.

6.2 Explantes cultivados sobre los tratamientos.

FUENTE: Elaboracion propia.
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6.3 Enraizamiento in vitro a los 30 dias.

MS/2 (Control)

MS/2 + ANA 0.5 ppm

MS/2 + ANA 1.0 ppm
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Continuacion. ..

MS/2 + IBA 0.5 ppm

MS/2 + IBA 1.0 ppm

FUENTE: Elaboracion propia.
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6.4 Enraizamiento in vitro a los 60 dias.

MS/2 (Control)

MS/2 + ANA 0.5 ppm

MS/2 + ANA 1.0 ppm
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Continuacion...

MS/2 + IBA 1.0 ppm

FUENTE: Elaboracion propia.
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6.5 Visualizacion de pelos radiculares a través de una lupa.

MS/2 (Control)

MS/2 + ANA 0.5 ppm

MS/2 + ANA 1.0 ppm

MS/2 + IBA 0.5 ppm

MS/2 + IBA 1.0 ppm

FUENTE: Elaboracion propia.
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6.6 Visualizacion de los pelos radiculares a través de un microscopio con un aumento 10X.

MS/2 (Control)

MS/2 + ANA 0.5 ppm

MS/2 + IBA 0.5 ppm
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Continuacion...

FUENTE: Elaboracion propia.
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6.7 Aclimatacion de las plantulas de kiwi verde var. Hayward después de 30 dias.

MS/2 (Control)

MS/2 + ANA 0.5 ppm

T

MS/2 + ANA 1.0 ppm
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Continuacion. ..

MS/2 + IBA 1.0 ppm
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Continuacion. ..

FUENTE: Elaboracion propia.
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