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RESUMEN

En la actualidad se estd empleando técnicas de micropropagacion in vitro, porque se pueden
obtener plantas libres de enfermedades con altas tasas de multiplicacion y rejuvenecidas de
alta calidad durante cualquier época del afio y en un corto tiempo. Por ello, en esta
investigacion se realizaron ensayos de diferentes concentraciones de reguladores de
crecimiento en la fase de multiplicacion y enraizamiento in vitro, aclimatando el cultivo. El
lugar de ejecucidn fue en el Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Agraria
La Molina (UNALM), bajo un Disefio Completamente al Azar (DCA). Se trabajé con dos
tipos de materiales. En la multiplicacion del material tipo 1, el tratamiento T1: MS +BAP
0.5mg/l, obtuvo 3 numero de brotes propagables y en la etapa de enraizamiento el
tratamiento T4: IBA + 0.01mg/I, mostré una mayor disposicion en la formacién de longitud
y numero raiz de 33.22 mm y 8 respectivamente. En la etapa de multiplicacion para el
material tipo 2, el tratamiento T1: MS +BAP 0.5mg/Lt, resulté con mayor nimero de brotes
propagables de 6 y en la etapa de enraizamiento el T5: MS testigo resultd con la mayor
longitud y nimero de raiz de 36.6mmy 9, respectivamente. Los resultados mostraron que el
material tipo 2, fue el mejor en la formacidn de los brotes propagables y raiz. Asimismo, los
explantes enraizados se llevaron aclimatar, y se logro en los tratamientos T1, T2, T3y T4
una supervivencia de 100, 88, 88 y100 % respectivamente a los 31 dias. Luego se aplicaron
las diferentes fuentes nutricionales, solucion hidroponica A y B, extracto de algas y medio
de cultivo Murashige Skoog, los resultados muestran que no hubo una diferencia

significativa entre los tratamientos realizados.

Palabras clave: Fresa, multiplicacion, brotes, enraizamiento, raiz y aclimatacio



ABSTRACT

In vitro micropropagation techniques are currently being used because disease free materials
with high multiplication rates and high quality rejuvenated plants at any time of the year and
in a short time. Therefore, in this research, tests were carried out on different concentrations
of growth regulators in the multiplication and rooting phase in vitro, acclimatizing the crop.
The place of the implementation was at the Biotechnology Institute of the National Agrarian
University La Molina (UNALM), under a Completely Random Design (DCA). It worked
with two types of materials. In the multiplication of the type 1 material, the T1 treatment:
MS + BAP 0.5mg / |, obtained 3 number of spreadable buds and in the rooting phase the T4
treatment: IBA + 0.01mg / |, showed a greater disposition in the length formation and root
number of 33.22mm and 8 respectively. In the multiplication phase for the type 2 material,
the treatment T1: MS + BAP 0.5mg /I, resulted in a greater number of 6 spreadable buds and
in the rooting phase the control T5: MS was found with the greatest length and root number
of 36.6mm and 9 respectively. The results showed that the type 2 material was the best in
the formation of the spreadable buds and root. Likewise, the rooted explants were taken to
acclimatize, and a survival of 100, 88, 88 and 100% was achieved in treatments T1, T2, T3
and T4, respectively, at 31 days. Then different nutritional sources were applied, hydroponic
solution A and B, algae extract and Murashige Skoog culture medium, the results show that

there was no significant difference between the treatments performed.

Keywords: Strawberry, multiplication, buds, rooting, root and acclimatization.



I. INTRODUCCION

La fresa (Fragaria x ananassa Duch) es una de las frutas de mayor aceptacion mundial y es

también una de las que tiene usos diversos en fresco y procesado (medicinas o reposteria,
entre otros). Es un cultivo de importancia econémica; sin embargo, presenta diversos
problemas en la produccion de nuevas plantas por ser una planta hibrida, resultado de una
cruza entre Fragaria virginiana L.P. Mill. v Fragaria chiloensis Duch., y presenta un
genoma poliploide complicando la produccion de semillas para propagarla; lo que determina
su propagacion vegetativa conduce al debilitamiento de las plantas y su mayor
susceptibilidad a problemas fitosanitarios. La excesiva propagacion vegetativa conduce al
debilitamiento de las plantas y su mayor susceptibilidad a problemas fitosanitarios.

En el Peru se puede afirmar que se han incrementado los rendimientos de la fresa, debido al
uso de los paquetes tecnologicos que incluye material libre de virus, uso de mulching, entre
otros. Segun la informacion proporcionada por Miska Farm, se siembran de 1,500 a 2,000

ha de fresas, en promedio, cada campafia. El rendimiento en promedio nacional es de 20 t/ha.

Diversas variedades de fresa se siembran en el mundo, pero son cinco de dia corto las mas
cultivadas las: Chandler, Tajo, Camarosa y dia neutro: Sern y Aromas, son las mas que se
comercializan en Lima y son las que se recomiendan mas para la sierra, en valles
interandinos y valles abrigados. Asimismo, las fresas de dia neutro, pueden ser sembradas

durante todo el aflo, como ocurre con “Aromas.

En la actualidad la biotecnologia ha cumplido un papel importante en el desarrollo de las
técnicas in vitro de células, tejidos y 6rganos. Por otro lado, las plantas de fresa procedentes
del cultivo de tejidos, producen mayor nimero de estolones que las plantas propagadas por
métodos tradicionales; son mas uniformes y sobreviven mas en el campo, debido a que

poseen un excelente vigor y tienen 6ptima produccion de frutos.



La estrategia para obtener un producto vegetal in vitro 6ptimo, depende de lograr un sistema

que permita la seleccidon de material en campo, con excelentes condiciones agrondémicas.

En el Per( se han realizado pocos trabajos publicados en micropropagacion in vitro en fresa;
sin embargo, se puede afirmar que dentro de estas investigaciones destaca la tesis de grado
de Nahuinlla (2018), donde se estableci6 un protocolo de micropropagacion in vitro
(Fragaria x ananassa Duch.) para los cultivares Albion, Cristal, Sabrina y Camino Real.
Lograndose mayor numero brotes, en la fase de multiplicacion con el medio MS+ 1mg/L de
BAP y MS+ 1mg/L de BAP+ 1mg/L de IBA + 0.1mg/L AG3, y en la fase de enraizamiento
se la méaxima longitud de raices con el tratamiento 1/2MS+2mg/L de IBA+0.5g/L con carb6n
activado.

Sin embargo, existen aspectos que deben ser investigados con el objeto de mejorar la
eficiencia de esta técnica; por ello la necesidad de un medio de cultivo in vitro con
reguladores de crecimiento en la fase de multiplicacion y enraizamiento. Ademas, realizar

la aclimatacion de los explant

1.1  Objetivo general

Contribuir al desarrollo apropiado de protocolos de cultivo in vitro de fresa.

1.2 Objetivos especificos

e Determinar efecto de la concentracion de dos citoquininas en la etapa de
multiplicacion in vitro.

e Determinar efecto de la concentracion de dos Auxina en la etapa de enraizamiento in
vitro.

e Determinar la mejor fuente nutricional en la etapa de aclimatac



II.  REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades del cultivo
2.1.1 Distribucién geogréafica y origen

Los cultivares méas utilizados en la actualidad son cruzamientos de las especies: Fragaria
vesca, Fragaria chiloensis, Fragaria virginiana y Fragaria grandiflora (Feriol, 2010). La
fresa Fragaria x ananassa Duch., es un hibrido natural de Fragaria chiloensis L.P. Mill.
(De distribucion geogréafica, Oeste, norte y sur de America, Hawaii) y Fragaria virginiana
Duch., (De distribucion geogréafica, Norteamérica) (Bhathia, 2015; Bonet, 2010; Kessel,
2012 y Husaini, 2016). La fresa que actualmente se siembra recibe el nombre genérico de
fresa en el Per( y se ha concentrado la siembra en diversas localidades del norte chico de
Lima, aunque desde hace dos afos el cultivo esta creciendo mas al norte e incluso en zonas
de Arequipa y Cusco (REDAGRICOLA, 2017).

2.1.2 Descripcion botanica

Es una planta perenne que pertenece a la familia Rosaceae, subfamilia Rosoideae, posee un
rizoma cilindrico, tallos rastreros que emite ramificaciones de gran longitud Ilamadas
estolones (Tabla 1) (Figura 1). Estos estan constituidos normalmente por dos entrenudos y
una yema terminal que forma una nueva planta al desarrollarse (Feriol, 2010).

Tabla 1: Clasificacién taxonémica de la fresa (Fragaria x ananassa Duch)

REINO Plantae

CLASE Magnoliopsida
ORDEN Rosales

FAMILIA Rosaceae
GENERO Fragaria

ESPECIE Fragaria x ananassa
NOMBRE COMUN Fresa

PLOIDIA Octoploide
NUMERO DE 2n=8x=56
CROMOSOMAS

FUENTE: Folquer, 1986.



La hoja es compuestas trifoliada con peciolo y presenta en su lamina una mayor densidad
estomatica que otras especies, por lo que se ve muy afectada cuando son sometidas a un
estrés hidrico (Reyes y Zschau, 2012).

La flor es tipo corimbo sus pedunculos florales estan en diferentes puntos del eje y terminan
a una misma altura. Ademas, el caliz tiene cinco sépalos y estambres insertados en el
receptaculo (Feriol, 2010). La parte comestible de la fresa es el receptéaculo floral engrosado.
Sobre esta se encuentran gran cantidad de semillas, que son los verdaderos frutos y se
denominan aquenios. (Clavejo et al, 2010).
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Figura 1: Morfologia general de una planta de fresa

FUENTE: Imagen de Kops et al (1844)

2.1.3. Reproduccion

a. Reproduccion Sexual

La reproduccién sexual se realiza en especies silvestres y en algunas de sus variedades
derivadas de lineas puras de la Fragaria. El origen de las variedades hibridas, ocasiona que
las plantas obtenidas por semilla no reproduzcan las caracteristicas de los padres, resultando
una segregacion de los factores hereditarios, lo que es incompatible con la uniformidad de

tipo y calidad exigida por la produccion comercial. Por el contrario, en las variedades



hibridas de fruto grande a las que pertenecen todas las variedades comerciales las semillas
se utilizan solo en trabajos de mejoramiento, tendientes a la creacién de nuevas variedades
(Folquer, 1986)

b. Reproduccion Asexual

Se realiza en forma vegetativa a través de estolones. Esta fase corresponde a la etapa
vegetativa de la fresa, que se caracteriza por la reduccion de la cantidad y el tamafio de las
flores, con el inicio de la emisién de estolones (Castellon, 2000; Mortesinos, 1993). La
propagacion en forma asexual presenta un gran riesgo de diseminacion de virus,
micoplasmas, nematodos y hongos. Estos problemas se han agudizado por la dificultad de
detectar estos patdgenos, a la introduccion de cultivares susceptibles, al intercambio

internacional y a las nuevas técnicas de siembra (Boxus et al., 1977).

2.2  Lafresaen el Pera
El Ministerio de Agricultura — DGIA, (2008) citado por Escalante (2015) mencionan que las
diversas variedades de fresa se siembran en el mundo, pero son cinco las mas cultivadas y

las que se comercializan en Lima.

2.2.1 Variedades de dia corto

La floracién se induce cuando el fotoperiodo es corto (12 horas de luz) y la temperatura
fluctia entre 14 y 18 °C por lo que se trasplanta generalmente en los meses de abril a mayo.

En el Perd las mas difundidas son:

a. Chandler

Conocida como “Cafietana”. Originaria de la Universidad de California y buena aceptacion
en el consumo en fresco. Su fruto tiene forma cdnica alargada de color rojo intenso y tamafio
grande. Puede tener produccion continua de agosto hasta fines de enero en la costa y tiene

tolerancia al trasporte.

b. Tajo
Conocida como “Holandesa” y “Cresta de gallo”, de fruto grande, coloraciéon rojo
anaranjada, forma ligeramente redondeada y poco achatada con tendencia a ser lobulado con

alto rendimiento y tolerante al transporte.



c. Camarosa

Obtenida por la Universidad de California, es una variedad precoz de elevado rendimiento y
con frutos grandes de color rojo intenso, su forma conica y achatada con buen sabor y
firmeza. Por sus mejores caracteristicas viene reemplazando a la “Chandler” en Estados

Unidos.

2.2.2 Variedades de dia neutro

Reyes y Zschau (2012) nos dice que el fotoperiodo no influye en la floracion; la temperatura
0 la acumulacion de horas frio no inducen a la floracion. Ademas, tienen la ventaja de
producir en contra estacion (temporada del afio contraria a la que venden todos los
productores sus cosechas). ElI Ministerio de Agricultura — DGIA (2008), las variedades de

dia corto mas difundidas son:

d. Sern

Conocida como “Sancho”, obtenido por la Universidad de California. Frutos de forma conica
oblonga, color rojo anaranjado brillante, calibre normal, dureza y pulpa (con corazon lleno)
consistente. Puede producir en cualquier época del afio. No tiene floracion continua, por lo

gue no se usa en cultivos intensivos.

e.  Aromas

Posee alta productividad de habito erecto con frutos de buen color y calibre muy consistente.
Tolera a cambios de temperatura y es un poco mas tardio (2 o 3 semanas) en iniciar su
fructificacion (EUROSEMILLA, 2018). Produce mas cantidad de fruta al final de estacion
(Figura 2).

Las de dia neutro, pueden ser sembradas durante todo el afio, como ocurre con “Aromas” en
la actualidad. Para la sierra, en valles interandinos y valles abrigados se recomienda las

variedades de dia corto.
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Figura 2: Cultivo Aroma

2.3 Importancia econémica

Las fresas en el Per( se han incrementado en un 72% las exportaciones alcanzando los U$
28.8 millones a un precio promedio de U$ 1.84 kilo. Destacan las ventas a USA con U$ 15.3
millones (53%), Canada U$ 7.0 millones (24%) y Jap6n U$ 2.2 millones (8%)
(AGRODATA, 2020).

Segun informacién proporcionada por Miska Farm, en el Peru se siembran de 1,500 a 2,000
ha de fresas, en promedio, cada campafa. El rendimiento esperado es de 40 t/ha, entre los
meses de agosto y diciembre, y otras 40 t/ha la siguiente campafia, pero eso depende mucho
del manejo del campo y las condiciones climaticas. En todo caso, el promedio nacional es
de 20 t/ha. “El principal mercado de la fresa es Lima, pero cuando baja su precio se vende a

empresas de congelado que la llevan a EE UU y a paises europeos (REDAGRICOLA, 2017).

2.4 Microprapagacion in vitro

El cultivo de tejidos in vitro comprende un conjunto de técnicas las cuales un explante
(protoplasto, célula, tejido, 6rgano) se cultiva en condiciones asépticas en un medio de
cultivo especifico y se incuba en condiciones controladas. Esta técnica se basa en el principio
de la totipotencialidad, que establece que cualquier célula somatica joven o en proceso de
diferenciacion tiene una alta capacidad o potencialidad para regenerar una planta completa

si se le coloca en condiciones adecuadas (Roca & Mroginski, 1991).



2.4.1 Ventajas de la micropropagacion in vitro

Las ventajas en comparacion con los sistemas convencionales de propagacién son las

siguientes:

. Multiplicacion masiva y réapida.

. Obtencion de plantas libres de enfermedades (hongos, bacterias y virus)

. Homogeneidad del material.

. Mayor vigor de las plantas regeneradas.

. Multiplicacion durante todo el afio.

. Ahorro de espacio con respecto a los sistemas tradicionales de propagacion.
. Conservacion del material genético en vias de extincién

. Fécil transporte e intercambio de material vegetal.

. Propagacion de especies de dificil multiplicacion.

2.4.2 Etapas en la micropropagacion

Las 5 etapas de la micropropagacion in vitro, para una especie segin Murashige (1974) son:
Etapa 0: Etapa inicial, que comprende la seleccidn de la planta madre y la modalidad de
pretratamiento.

Etapa I: Iniciacion o establecimiento aséptico de los explantes que busca garantizar la
supervivencia en las nuevas condiciones de cultivo in vitro.

Etapa Il: Periodo de multiplicacion, donde se desarrollan los brotes o estructuras de
multiplicacion masiva.

Etapa I1l: Enraizamiento y trasplante, donde se dan las emisiones radiculares del explante
y se prepara el material producido para su supervivencia en condiciones de suelo, para lo
cual se debe adaptar las plantulas producidas a condiciones netamente autotroficas.

Etapa IV: Trasplante al suelo y aclimatacion de las plantulas, la cual es una etapa critica.

2.4.3 Factores que influyen en la micropropagacion
Existen diferentes factores que determinan el éxito en los sistemas de micropropagacion; los

mas importantes son aquellos dados a conocer por Roca & Mroginski (1991).

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

. Asepsia

. Medio de cultivo



Estos factores del cultivo de tejidos, brindan ventajas de la técnica in vitro con respecto a
otros métodos de propagacion vegetativa tradicional, para obtener mejores resultados en

especies de dificil de multiplicacion.

Para el establecimiento in vitro de diferentes especies vegetales se debe elegir, aislar y
desinfectar el material, el éxito de esta fase dependerd de las caracteristicas del explante su
estado fisiologico, desarrollo, sanidad y edad. Seguido de la manipulacion y esterilizacion
(Serrano y Pinol, 1991). Ademas, es importante establecer un protocolo para el cultivo de
tejidos in vitro para las diferentes etapas de micropropagacion in vitro y asi obtener buenos
resultados (Resende et al., 2015).

2.4.4 Vitrificacion
Es un conjunto de desordenes fisiologicos, anatdmicos y morfologicos que presentan los

tejidos en condiciones de cultivo in vitro (Olmos et al., 2010).

De orden Fisiologicos De orden Anatdmicos
- Mayor absorcion de agua Epidermis, cuticulas delgadas
- Menor contenido de clorofila - Grandes espacios intercelulares
- Capacidad fotosintética y - Menor desarrollo del sistema vascular

- Estomas anormales y pocos hipolignificacion

- Ausencia de parénquima en empalizada

De orden Morfologicos
- Entrenudos cortos
- Color anormal arrosetamiento
- Hojas mas gruesas elongadas y arrugadas

- Tallos de mayor diametro

Los explantes presentan un aspecto vitreo y transparente, observandose turgencia, fragilidad

en hojas y tallos (George & Sherrington, 1984).


http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0864-03942019000100023#B17

2.5 Biorreactores

2.5.1 Sistema de inmersion temporal

El sistema de biorreactores de inmersién temporal, es una técnica que se ha empleado para
la micropropagacion de diferentes especies. Ademas, disminuye el manejo manual para la
produccion (Ziv, 2005). Asimismo, incrementa y reduce los costos de produccién (Preil,
2005). Por otro lado, el contacto del explante con el medio de cultivo liquido permite una
mayor produccién debido a la inmersién en diferente frecuencia, tiempo y en la cantidad de
indculos son los parametros de importancia en un sistema de inmersion temporal (Castillo
et al., 2020).

En la actualidad hay mecanismos que mejoran el control del SIT (Sistema de inmersion
temporal), como por ejemplo las electrovalvulas, que estan conectadas a un compresor
automatico y mangueras de silicon conectadas a los frascos (secuencia A). Ademas, poseen
un temporizador programable para determinar la frecuencia y la duracién de la inmersion
del explante en el medio liquido (secuencia B) (Santos et al., 2011). Asimismo, brinda un
mayor nimero de plantas en un mismo espacio o frasco (secuencia C), es decir el volumen
de operacion permitird producir mas explantes, y finalmente uno de los frascos quedara sin
medio de cultivo al haber sido consumido en su totalidad (secuencia D) (Juarez et al., 2011)
(Figura 3).
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Figura 3: Principios de operacion del Sistema de Erlemeyer Gemelos
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2.6 Generalidades del medio de cultivo

El medio de cultivo es la combinacion solida o liquida de nutrientes y agua. EI medio de

Murashige y Skoog (Tabla 2), ha demostrado que es el adecuado para una gran variedad de

especies, asi como para diferentes partes de una planta, contiene macronutrientes,

micronutrientes, vitaminas, aminoacidos, carbohidratos y reguladores, esenciales para el

crecimiento del tejido vegetal (Hurtado y Merino, 1987 ; Murashige y Skoog, 1962).

Tabla 2: Medio basal Murashige y Skoog (1962)

SOLUCION REACTIVOS FORMULACION
(mg)
MACRONUTRIENTES Nitrato de amonio — NHNO:s 1650
Nitrato de potasio — KNOs 1900
Cloruro de calcio dihidratado — CaCl. 2H. O 440
Sulfato de magnesio heptahidratado — MgSOs 370
7H> O
Fosfato de potasio monobasico — KHz PO4 170
MICRONUTRIENTES Yoduro de potasio — Kl 0.83
Acido trioxoborico — Hs BO 6.2
Sulfato de manganeso monohidratado — MnSOa4 22.3
H. O
Sulfato de zinc heptahidratado — ZnSO. 7H. O 8.6
Molibdato de sodio Na> MoO. 2H. O 0.25
Sulfato de cobre pentahidratado — CuSO4 5H> O 0.025
Cloruro de cobalto hexahidratado—CoCl. 6H. O 0.025
Quelatos de Hierro Sulfato ferroso FeSO. 7H. O 27.8
Etilen diamino tetra acetato- Na. EDTA 37.3
VITAMINAS Y My-inositol 100
AMINOACIDOS Ac. Nicético 0.5
Piridoxina 0.5
Tiamina 0.1
Glicina 2
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2.7 Reguladores de crecimiento vegetal

Los reguladores del crecimiento son compuestos organicos, que en pequefias cantidades
pueden estimular, inhibir, o modificar cualquier proceso fisiologico en las plantas (Devlin,
1980). Intervienen en el desarrollo de las plantas tanto en el crecimiento como en la
diferenciacion de los érganos, regulando la accién de las sustancias quimicas o el

crecimiento (Hurtado y Merino, 1987).

Algunos reguladores pueden ser estimulantes a bajas dosis o inhibidores a altas dosis en la
planta (Rojas y Ramirez, 1993). Asimismo, para un funcionamiento adecuado de una célula
es necesario optimizar las concentraciones de los reguladores de crecimiento en el medio
para una propagacion in vitro. Para estimular la extension y/o la division celular, depende

del tipo de explante y de la especie vegetal (Pierik, 1990).

Las auxinas estimulan a la division de celulas localizadas en el periciclo, en la zona justo
arriba de la zona de elongacion, para provocar la formacion de raices laterales. Este
fendmeno también se aplica en la formacion de raices adventicias la cual puede ocurrir en
varios tejidos donde existan un grupo de células en activa division (Squeo y Cardemil, 2006).
Actualmente se reconocen cinco tipos de sistemas quimicos de reguladores de crecimiento

vegetal, divididos en tres grupos principales (Leopold y Kriedemann, 1975).

1. Promotores del crecimiento: Auxinas, Citoquininas y Giberelinas.
2. Inhibidores del crecimiento: acido abscisico.

3. Etileno.

2.7.1 Auxinas

El término auxina, proviene del griego “auxein” significa “crecer”, fue aislada desde maiz y
hongos e identificada mas tarde como &cido indol-3- acético (Thimann, 1977). Son un grupo
de hormonas vegetales naturales que regulan muchos aspectos del desarrollo y crecimiento

de plantas.
Debido a que las auxinas influencian tanto la divisién, como el crecimiento y diferenciacion
celular, estan involucradas en muchos procesos del desarrollo, en algunos de ellos

interactuando con otras fitohormonas. El efecto de la auxina en el desarrollo, es la regulacién
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del crecimiento radicular el cual es definido desde el desarrollo embrionario (Jenik y Barton,
2005).
Entre las muy numerosas sustancias auxinicas tres han tomado gran importancia en lo que

concierne al enraizamiento:

. El AlA (acido indolacético)
. El AIB (&cido indolbutirico )
. El ANA (4cido naftalenacético)

La forma predominante en las plantas es el &cido indolacético (IAA), muy activo en
bioensayos y presente cominmente en concentraciones nanomolares, sin embargo; presenta
inconvenientes, debido a que su molécula se destruye facilmente por oxidacion y es poco
estable; ademas, es relativamente soluble y se descompone rapidamente en los tejidos de la
planta (Beaulieu, 1973). Este acido es comunmente utilizado para promover la iniciacion

radicular tanto in vitro como ex vitro (Torrey, 1976).

Otra fitohormona es el Acido Indol Butirico (IBA). Fue clasificado inicialmente como una
auxina sintética, pero es un compuesto enddgeno de la planta, mas eficiente que 1AA en
promover formacidn de raices laterales y es usado comercialmente con este propdsito (Squeo
y Cardemil, 2006). Su actividad auxinica es débil, siendo muy eficaz como estimulante de
las raices, debido a que se desplaza muy poco y se retiene cerca del sitio de aplicacion
(Tenorio, 1994).

El 4cido naftalenacético (ANA) tiene un limite de umbral de su actividad y su grado de
toxicidad es pequefio y mas activo, pero mucho mas fitotdxico; ocasionando generalmente
el desarrollo de raices cortas y gruesas (Beaulieu, 1973). Deben evitarse las concentraciones
altas con ANA por el peligro de provocar dafios en las plantas; ya que tienden a producir

raices gruesas y atrofiadas.

La mezcla de ANA y AIB ha tenido un mejor resultado, debido a la accion que presentan
sobre la rizogénesis y la causa radica en su molécula, facilidad de penetracion y rapidez de
conduccion dentro de la planta (Beaulieu, 1973). La velocidad del acido naftalenacético fue
de 6. 7 mm/h, y del 4cido indolbutirico 3.2 mm/h (Epstein, 1970).
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2.7.2 Giberelina

Las giberelinas (GAs) son hormonas de crecimiento diterpenoides tetraciclicos, que estan
inmersos en procesos de desarrollo vegetales. Asimismo, se hallaron mas de 100 giberelinas
en las plantas, s6lo algunas presentan actividad biolégica (Tamura 1990; Malonek et al.
2005).

Estimulan fuertemente la divisién y elongacién celular en la porcidn subapical de los tallos
y también en el meristemo intercalar. En la tecnologia conducente a la regeneracion de
plantas in vitro, el cultivo de meristemos es una metodologia ampliamente utilizada con el
objeto de eliminar una serie de patdégenos presentes en las plantas madres. El rol en esta
técnica es doble: primero los tejidos meristematicos extraidos (explantes o apices caulinares
de mayor tamafio) requieren de &cido giberélico para poder crecer en esta primera fase,
aungue ello requiere ademas de otras hormonas. En segundo lugar, es posible realizar un
tratamiento previo con &cido giberélico a plantas madres con objetivo de estimular
previamente su crecimiento, en condiciones de altas temperaturas y humedad, favoreciendo

la extraccion de apices igualmente libres de los patdgenos (Squeo y Cardemil, 2006).

2.7.3 Citocinina

Las citoquininas generalmente son utilizadas en bajas concentraciones para estimular la
proliferacion de tejidos, y en concentraciones altas forman nuevas yemas sobre los callos
(Margara, 1988). Ademas, en cultivo de tejidos, actuan incrementando la rapidez de la
sintesis de proteinas, algunas de las cuales podrian ser enzimas o proteinas estructurales
necesarias para la mitosis (Salisbury y Ross, 1994). Asimismo, comunmente son utilizadas
las purinas substituidas Kinetina (KIN) y Benzilaminopurina (BAP), aunque algunas ureas
substituidas como el TDZ, también tienen actividad como citoquinina. Estas estimulan la

divisién celular (Krikorian, 1995).

Su efecto hormonal fue visualizado rapidamente al inducir, en compafiia de auxina,
diferentes tipos de morfogénesis en tejidos de tabaco y de otras especies bajo condiciones in
vitro. Un alto nivel de citocinina versus auxina provocaba la formacion de brotes en tejidos
derivados de explantes de médula, mientras que con niveles bajos de citocininas y/o
conjuntamente niveles altos de auxina, se observaba la formacion de masas celulares no
organizadas (callos) y la formacion de raices con gradientes mayores de auxina (Skoog &
Miller 1965).
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Los reguladores sintéticos como Benzilaminopurina (BAP), kinetina (KIN) o Thidiazuron
(TDZ), son més potentes que las hormonas naturales endégenas (zeatina, trans-zeatina o
isopentiladenina), debido no sélo a sus particularidades especificas, sino también a que,
salvo algunos reportes contrarios, las artificiales no pueden ser degradadas o metabolizadas
por el tejido. El Thidiazuron (TDZ), es considerado uno de los inductores mas potentes en
la formacion de nuevos brotes o embriones somaticos tanto en plantas lefiosas como

herbaceas (Huetteman & Preece 1993).

2.8 Aclimatacion

La aclimatacion es una fase importante en la cual la plantula pasa por un proceso de
adaptacion de calidad de in vitro a condiciones ambientales (Agramonte et al. 1998). Por
ello, es necesario la aplicacion de técnicas de adaptacion para que alcance un crecimiento
autotrofico en ambientes de menor humedad relativa, con luz y sustratos sépticos (Preece &
Sutter, 1991).

2.8.1 Sustrato: Premix #3

El sustrato premix 3 esta compuesto principalmente a base de musgo Sphagnum vy
vermiculita que facilita el trasplante de plantulas no se dafian debido a sus particulas; mejora
la retencion de agua Yy aire, siendo muy importante en la oxigenacion para la absorcion de
agua y nutrientes, su granulometria es fina y brinda dptimas condiciones de temperatura y
humedad. Favorece el desarrollo y crecimiento de las raices. Es un material inocuo, no

contiene microorganismos o nematodos patdgenos, ni malas hierbas (Anexo 1).

2.8.2 Solucion: Hidropodnica la Molina®

La Solucion hidropdnica La Molina®, es una solucion nutritiva de A y B, que puede ser
utilizada para producir diferentes cultivos, dando muy buenos resultados en hortalizas de
hoja, raices y frutos. El crecimiento y rendimiento puede ser optimizado usando una
formulacion especifica para cada cultivo (UNALM, 2020).

La solucién nutritiva “La Molina” contiene la siguiente concentracion de nutrientes (Tabla
3):

15



Tabla 3: Concentracion de nutrientes

MACROY  MICRONUTRIENTES
210 ppm K 1.00 ppm Fe
190 ppm N 0.50 ppm Mn
150 ppm Ca* 0.50 ppm B*
70 ppm S* 0.15 ppm Zn
45 ppm Mg*  0.10 ppm Cu
35 ppm P 0.05 ppm Mo

*Incluye las cantidades que aporta el agua

2.8.3 Extracto de algas

Es una enmienda liquida en una suspension de microalgas que provee materia organica al
suelo y son producidas en estanques al aire libre, enriquecido con macronutrientes y
microelementos con composicion total de carbohidratos 48 %, lipidos 22 %, proteina 26%,
humedad y volatiles 1%, lipidos totales 22% y contenido de cenizas 3%. Mejora la eficiencia
del uso del agua, aumento de carbono y nitrégeno en el suelo, mejora la raiz, tolerancia al
estrés y mayor rendimiento (Anexo 2). Analisis minimos garantizados son el Nitrogeno total
0.3 %, Fosforo soluble 0.3 %, Potasio 0.1 % y materia Organica (Derivados de suspension

con 10 % de micro algas).

2.8.4 Medio de cultivo: Murashige y Skoog
El medio de cultivo utilizado fue de Murashige y Skoog por ser el adecuado para una gran
variedad de especies. Para este trabajo se utilizaron las combinaciones de macronutrientes y

micronutrientes (Tabla 2).

2.9 Antecedentes de reguladores de crecimiento en la micropropagacion in vitro de
fragaria sp.

En la tesis de Nahuinlla (2018), se menciona que para la fase de multiplicacion los medios,
MS+ 1mg/L de BAP y el medio MS+ 1mg/L de BAP+ 1mg/L de IBA + 0.1mg/L AG3 fueron
los mejores, permitieron obtener un mayor nimero de brotes. Mientras que en la etapa de
enraizamiento el tratamiento 1/2MS+2mg/L de IBA+0.5¢/L de carbdn activado favorecio la

méaxima longitud de raices, pero no el maximo namero de raices.
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Manosh et al. (2007), en su investigacién empleo meristemos de estolones provenientes del
campo, de la especie (Fragaria chiloensis D.) para la produccién de plantulas in vitro libre
de patdgenos. Los estolones fueron sometidos a un proceso de desinfeccion con Hipoclorito
de Sodio al 2.5 % durante dos tiempos de exposicién 5 y 10 min., se le aplicaron tres
enjuagues con agua destilada estéril y se procedié a realizar el corte de los meristemos y se
sembraron en el medio de cultivo de Murashige y Skoog (MS) complementado con 1 mg/L
de &cido giberélico (AG3). Después de desarrollados los meristemos, se multiplicaron en un
medio complementado con 1 mg/L de BAP, que induce a la formacién de yemas axilares, a
partir de las cuales se obtuvieron nuevas plantulas que pasaron a la fase de enraizamiento,

hasta que lograran desarrollar un sistema radicular bien conformado.

Cuazit y Nufez (2017), investigaron el establecimiento y micropropagacion de fresa en un
sistema de inmersion temporal. Los mejores tratamientos para la produccion de raiz fueron
las concentraciones de IBA a 0.156mg/L y 0.3mg/L. Estas resultaron mejores, al ser el
regulador de crecimiento, que menos hojas necrosadas presento y mayor numero de hojas y

raices obtuvo.

En otro estudio la proliferacion del nimero maximo de brotes se obtuvo con el medio
MS+0.5mg/L BAP, el mas alto nimero promedio de brotes fue de 7. Por otro lado, el mejor
enraizamiento se obtuvo con 1/2MS+0.5mg/L IBA, el mayor nimero de raices (6) con el
menor tiempo (8 -10 dias) con una longitud promedio de 3.05cm. (Ashrafuzzaman et al.,
2013).

Sakila et al. (2007), evaluaron el efecto de varios reguladores del crecimiento vegetal en la
respuesta in vitro de explantes de fresa, resultando el medio MS suplementado con 2,4 D (3
mg/L) y BAP (0.5 mg/L), ser el mas eficiente en la formacion y el desarrollo de callos. Con
las combinaciones de ANA (0.75 mg/L) y BAP (1. 5 mg/L), se obtuvieron altos porcentajes

de induccidn y regeneraciéon de multiples brotes.

Lal et al. (2003), mencionan que los cultivares de Chandler, Oso Grande y Ofra, la
regeneracion se registra después de 7 semanas y el enraizamiento después de 2 semanas. En
los tres cultivares se registrd la regeneracion en el medio MS+4mg/L BAP, asi también el
méaximo de namero de brotes por explante fue 13,8 + 3,6 y en el cultivar Ofra el rango de
brotes por explante fue 4 - 36. Ademas, el maximo de enraizamiento para los tres cultivares
fue el medio %2 MS+ 1mg/L IBA.
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I1l. MATERIALES Y METODOLOGIA

3.1  Lugar de ejecucion

El experimento se llevd a cabo en el Laboratorio de cultivo de tejidos del “Instituto de
Biotecnologia”— IBT, de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM), ubicado en
el distrito de La Molina, provincia y departamento de Lima.

3.2 Material bioldgico

Las plantas in vitro de Fresa (Fragaria x ananassa Duch) cv. Aroma fueron introducidas a
partir de meristemos y conservadas en un medio de mantenimiento, en el laboratorio del
Instituto de Biotecnologia — UNALM, para este presente ensayo se trabajo a partir de los

brotes obtenidos.

a. Condiciones de incubacién
- Temperatura: 21+ 2°C

- Fotoperiodo: 16 horas luz y 8 horas oscuridad

- Luminosidad: 3180 lux

b. La ubicacion geografi
Latitud: 12°04°46°S
Longitud: 76°56°46”W
Altitud: 243 msnm



3.2.1 Materiales, equipos e insumos

Tabla 4: Materiales, equipos y reactivos utilizados

EQUIPOS DE LABORATORIO

MATERIALES

REACTIVOS

Campana de flujo laminar

Autoclave
Estufa

Potenciémetro

Agitador magnético
Balanza analitica

camara de flujo laminar

Refrigeradora
Horno microondas
Estereoscopio

pH-metro

Vasos precipitados de 500ml

Pipetas de 5y 10ml
Jarra transparente de 2 litros

Varillas de vidrio

Varillas de metal
Cuchara

Tubos de ensayo

Frascos ambar

Papel filtro
Papel aluminio
Etiquetas
Lapiz

Tapabocas

Mechero de alcohol
Placas Petri
Gorro

Guantes de goma

Sales Murshine & Skoog, 1978

Vitaminas MS
Sacarosa/ azUcar

Agar

BAP (Bencil amino purina)
IBA (Acido indol-3-butirico)
KIN (Kinetina)

ANA (Acido Naftalenacético)

Agua destilada
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3.3 Metodologia

El presente estudio comprende desde fase Il, 111 y IV de multiplicacion, enraizamiento y aclimatacion

como observamos en la figura 4.

> Ensayo preliminar

Tiempo 31 dias

Primer ensayo
Brote Tipo 1

Tiempo 45 dias
v

Tiempo 42 dias

Explantes establecidos

Instalacion en biorreactores

Tiempo 8
g dias

Segundo ensayo
Brote Tipo 2

v

Tiempo 42 dia

Tiempo 31 dias

Figura 4: Diagrama de flujo de actividades
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3.3.1 Preparacion del medio de cultivo

El medio de cultivo Murashige & Skoog (MS) (Tabla 2), fue empleado en pruebas
preliminares dando buenos resultados para el cultivo in vitro de fresa. El pH del medio de
cultivo utilizado 5.7 £ 0.1, y se adiciond agar 7.2g/L al medio de cultivo (Figura 5). Al
finalizar la preparacion del medio de cultivo se colocd en la autoclave por 25 min a 121°C,

a una presion de 1.5 bar.

Figura 5: Preparacion del medio de cultivo

3.3.2 Procedimiento

a. Etapa de Multiplicacion

Los brotes se colocaron en los tratamientos de multiplicacion (Tabla 5). Se manejé dos tipos
de brotes del tipo 1: brotes que no pasaron por un sistema de biorreactores y el brote tipo 2:
brotes que pasaron por un sistema de biorreactores, que contenia BAP 0,5mg/L +vitaminas
+ Ms + 30gr de azlcar en un sistema de inmersion temporal, durante un periodo de 8 dias
con 250ml de medio de cultivo. Luego los dos tipos de materiales obtenidos se colocaron en

sus respectivos tratamientos de multiplicacion en tiempos distintos.

Se realiz6 un ensayo preliminar de multiplicacién que duro 31 dias, el explante sembrado
fue 3 tallos, y se eliminaron las hojas del explante, dejando solo tallos, tomando como
referencia la investigacion Nahuinlla, 2018; sin embargo, se realizé mejoras de la seleccion

del explante, debido que el material fenolizaba el medio de cultivo (Figura 6).
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Por ello se sembraron brotes que tenian una altura mayor a 0.5 cm con 2 tallos y se
eliminaron las hojas. Pero si la altura era menor a 0.5 cm, no se eliminan las hojas. En el
caso que el explante tenga 3 tallos se corta todas las hojas a una altura de 0.5 o 1cm (Figura
7), y se sumergid los explantes en cisteina 50 ppm (antioxidante) antes de colocar en los
tubos. Esta etapa duro 45 dias, y se logré tener un manejo adecuado del material y reducir la

fenolizacion.

Tabla 5: Descripcion de tratamientos para la fase de multiplicacion

Tratamientos Multiplicacién
T1 MS +BAP 0.5mg/L +azlcar 20gr + Agar
T2 MS +BAP 1.0mg/L +azlcar 20gr + Agar
T3 MS +BAP 1.5mg/L +azlcar 20gr + Agar
T4 MS +BAP 2.0mg/L +azucar 20gr + Agar
T5 MS +BAP 0.5mg/L + 0.5mg/L KIN + azlcar 20gr + Agar
T6 MS +azUcar 20gr + Agar

Figura 6: Explante fenolizado

Figura 7: Brotes sembrados en el medio de cultivo de multiplicacion, A: Brotes con 2 tallos a una

altura de 0.5 cm, B: Brotes 2 tallos <0.5 cm con hoja y C: Brotes con 3 tallos de 0.5 -1cm> sin hojas
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b. Etapa de Enraizamiento

Esta fase se efectud en condiciones in vitro para los dos tipos de explantes, para ello se
empleo brotes producidos durante la fase de multiplicacion. Se colocé en tubos durante un
periodo de 42 dias. Se seleccionaron para esta etapa brotes vigorosos con 2 y 3 tallos mayores
a 0.5 -1cm y se eliminaron las hojas, sin presencia de raiz para una adecuada evaluacion.
Finalmente, culminada la etapa se realizé las evaluaciones (Figura 7). La descripcién de cada

tratamiento de enraizamiento se explica en la siguiente Tabla 6.

Tabla 6: Descripcion de tratamientos para la fase de enraizamiento

Tratamientos Enraizamiento
T1 MS +ANA 0.1mg/L +azlcar 20gr + Agar
T2 MS +ANA 0.01mg/L +azUcar 20gr + Agar
T3 MS + IBA 0.1mg/L +azlcar 20gr + Agar
T4 MS + IBA 0.01mg/L +azUcar 20gr + Agar
T5 MS + azlcar 20gr + Agar

P

Figura 8: Explantes colocados a estufa

C. Etapa de Aclimatacion

Se seleccionaron los explantes con raiz de la etapa de enraizamiento con una poblacién de
36 vitroplantas, con cuatro tratamientos y 9 repeticiones.

Para la aclimatacion de las plantas de fresa se estableci6 el siguiente protocolo:
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1) Extraer las plantas de los tubos y lavar las raices con agua potable, hasta eliminar el medio
de cultivo.

2) Preparar fungicida Benomil 1g/L y sumergir el explante durante 10min (Figura 9)

3) Colocar los explantes en un recipiente con agua destilada para evitar la pérdida de
humedad del explante.

5) Ubicar las raices de las plantas en contacto directo con el sustrato, luego cubrir con el
sustrato y rotular los tratamientos.

6) Asperjar lo explantes para evitar su deshidratacion y para mantener la humedad.

7) Llevar las plantas a un Microtunel (Figura 10) y regar diariamente. Por otro lado, la
primera semana se aplicd las fuentes nutricionales (Tabla 7).

8) Adicionalmente, cada semana se realizaron aplicaciones de fungicida con ingrediente
activo Benomil 1g/L, se aplico para prevenir la presencia de fitopatogenos durante los 31
dias.

Tabla 7: Descripcion de tratamientos para la fase de aclimatacién

Tratamiento dosis

T1 Sin aplicacion Agua
T2 Solucién Ay B A: 5ml/L
B :2ml/L
T3 Extracto de algas 1 ml/L
T4 MS 50ml /L

Figura 9: Procedimiento de la siembra de fresa en el invernadero A: El explante sumergido en

Benomil, B: Preparacion del Almacigo y C: Siembra del explante
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Figura 10: Microtunel en el invernadero

3.4 Parametros de evaluacién

3.4.1 Etapa de multiplicacién

a.  Experimento preliminar de multiplicacion

Se realizd con el brote tipol con 3 repeticiones, esta etapa duro un periodo de 4 semanas, y

se la evaluo al finalizar el ensayo.

. N° de brotes

b. Multiplicacion del brote tipo 1y 2

Esta etapa duro 45 dias del brote tipo 1 conto con 8 repeticiones y brote tipo 2 con 10
repeticiones por tubo, las evaluaciones se realizaron al finalizar el ensayo y los pardmetros

evaluados fueron los siguientes:

. Altura de planta (mm)

. N° brotes propagables

. N° brotes no propagables
. Longitud de raiz (mm)

. N° Raices
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. Peso fresco brotes propagables (g)

. Peso fresco hojas (g)

. Peso fresco total (g)

. Peso seco brotes propagables (g)
. Peso seco hojas (g)

. Peso seco total (g)

. Textura de hojas

. Forma de explante

. Vigor de vitroplanta

c. Variables cualitativas para la etapa de multiplicacion in vitro del cultivar Aroma

Figura 12: Se muestra la diferencia entre dos plantas de fresa C: Hoja translucida y D: Hoja no

translucida
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Figura 13: Se muestra la diferencia del vigor entre las tres plantas de fresa de crecimiento in vitro E:

Verde oscuro, F: Verde claro y G: Verde claro marchito

3.4.2 Etapa de enraizamiento
Esta etapa duro 6 semanas para el brote tipol fueron 5 repeticiones y el brote tipo 2 fue 10
repeticiones, y los parametros evaluados fueron los siguientes:
«  Altura de planta (mm)
«  Longitud de raiz(mm)
« N° Raices
« N°Hojas
«  Peso fresco hojas (g)
«  Peso fresco raices(g)
«  Peso fresco total(g)
«  Peso seco hojas (g)
«  Peso seco de raices(g)
«  Peso seco total (g)

«  Presencia de callos(g)

3.4.3 Etapa de aclimatacion

Esta etapa duro un periodo de 4 semanas con 9 repeticiones, las evaluaciones se realizaron
al finalizar el ensayo, y los parametros fueron los siguientes:

Porcentaje de plantulas aclimatadas (%): Incremento de altura de planta (cm): Es la
diferencia de la altura final con altura inicial de la plantula.

Incremento de namero de hojas (unidades): Es la diferencia del nimero de hoja final

con el namero de hoja inicial de la plantula.
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Incremento de la longitud de hoja (cm): Es la diferencia de la longitud final con

longitud inicial de la plantula.

3.5 Disefio experimental

Para esta investigacion se emple6 el disefio completamente al azar (DCA) para el brote tipo
1y 2. Los datos fueron sometidos a dos supuestos, la prueba de normalidad con el test de
Anderson — Darling y la prueba de homogeneidad con el test de Bartlett. Luego se realiz6
un andlisis de varianza y finalmente la prueba de comparaciones de Tukey a un nivel de
significacion o = 0,05. Para este analisis se utilizo el software estadistico Minitab 18. Por
otro lado, para la etapa de aclimatacion se realizé la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis, como se utilizé en la tesis de Vergara 2018, y se empleo6 el software InfoStat 2019.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

41  Objetivo 1

Determinacion del efecto de la concentracion de dos citoquininas en la etapa de

multiplicacion in vitro.

4.1.1 Experimento preliminar de multiplicacion

En el ensayo de medios de cultivo de multiplicacion se utilizd 6 tratamientos con 3
repeticiones por cada tratamiento. Los resultados del analisis de varianza para el nimero de
brotes se muestran en el Anexo 3, donde el valor de p es menor a 0.05, significa que al menos
hay un tratamiento diferente a los demas. La prueba comparativa de tukey, el mejor

tratamiento  fue T1 con 4.3 numero de brotes propagables (Tabla 8).

Tabla 8: Resultado en la formacion de brotes, después de los 31dias en la etapa de multiplicacion del

brote tipo 1
TRATAMIENTOS NUMEROS DE BROTES
T1: MS +BAP 0.5mg/L 43 A
T2: MS +BAP 1.0mg/L 06 B
T3: MS +BAP 1.5mg/L 1.6 AB
T4: MS +BAP 2.0mg/L 2.0 AB
T5:MS +BAP 0.5mg/L + 2.3 AB
0.5mg/L KIN
T6: MS 1.0 B

*Medias con diferentes letras en la misma columna difieren para p< 0.05 (Notacion tukey)



4.1.2 Multiplicacion: brote tipo 1

a. NUmero de brotes

En la multiplicacion se obtuvo datos significativos con respecto al nimero de brotes
propagables y no propagables. Los resultados del analisis de variancia se muestran en el
Anexo 4y 5, donde el valor p es menor a 0.05, significa que hay al menos un tratamiento

que difiere a los demés (Figura 14).

N2 de brotes propagablesy N2 de brotes no propagables promedio

A A
6
5 A
A
a 4 A AB
AB AB
(=) 3
AB

3 2 AB B
2
s 1 L=

0

T1: MS T2: MS T3: MS T4 MS T5 MS T6 MS
+BAP +BAP +BAP +BAP +BAP
0.5mg/Lt 1.0mg/Lt 1.5mg/Lt 2.0mg/Lt 0.5mg/Lt
+
0.5mg/Lt
KIN
N2 de brotes 3 2.25 2.125 1.625 1.5 1
N2 No propagables  3.625 3.125 5.5 5.75 3.875 0

Figura 14: Resultados del nimero de brotes propagables y no propagables en la etapa de

multiplicacion del brote tipo 1

En la Figura 14, se detalla, los datos obtenidos para la variable respuesta del nimero de
brotes propagables. Se puede interpretar que los promedios no distan ampliamente entre si;
sin embargo, la prueba de comparacion de medias de Tukey a un nivel de significacion de
95 % de confianza, indica diferencias significativas. Los tratamientos T1 (MS +BAP
0.5mg/L), T2 (MS +BAP 1.0mg/L), T3 (MS +BAP 1.5mg/L) y T4 (MS +BAP 2.0mg/L)
fueron 3.0, 2.25, 2.12 y 1.62 respectivamente, los resultados muestran valores similares entre
los tratamientos. Por otro lado, el tratamiento T5 (MS +BAP 0.5mg/L+ 0.5mg/L KIN) el
namero de brotes fue menor (1.5) al haber adicionado la KIN, comparado con el tratamiento
T1 (MS +BAP 0.5mg/L) que fue mayor (3) a una concentracion baja de BAP. Para el caso
del tratamiento T6 (MS) se obtuvo el menor nimero de brotes (1); ya que no se adiciono
ningun regulador de crecimiento. El propésito de la etapa de multiplicacion es inducir la

produccién de brotes, y el medio MS (Murashige y Skoog) favorece al desarrollo de hojas y
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raices, mas no a la produccion de brotes (Nahuinlla, 2018). Por otro lado, en la investigacion
de Ashrafuzzaman et. al (2013) el maximo de nimero de brotes se obtuvo con el medio
MS+0.5mg/L BAP. Por ello, el tratamiento T1 es una mejor opcion con respetos a los demas
tratamientos (T1, T2, T3, T4 y T5); ya que a una menor concentracion de BAP, genera

similar nimero de brotes y reduce el costo de produccién.
Para la variable nimero de brotes no propagables, los tratamientos T3 y T4 presentaron los
mayores valores, comparado con el tratamiento T1, T2 y T5 que presentaron menores

valores. El tratamientoT6 no genero6 brotes no propagables.

Tabla 9: Respuestas del peso fresco y seco de brotes propagables en la etapa de multiplicacion del

brote tipo 1
TRATAMIENTOS PESO FRESCO DE PESO SECO DE
BROTES BROTES
PROPAGABLE (9) PROPAGABLE (g)

T1: MS +BAP 0.5mg/L 0.028 A 0.009 A

T2: MS +BAP 1.0mg/L 0.024 AB 0.005 B

T3: MS +BAP 1.5mg/L 0.017 B 0.001 B

T4 :MS +BAP 2.0mg/L 0.013 B 0.001 B

T5: MS +BAP 0.5mg/L+ 0.016 B 0.001 B

0.5mg/L KIN

T6: MS 0.015 B 0.003 B

*Medias con las diferentes letras en la misma columna difieren para p<0.05 (Notacion Tukey)

Los tratamientos con mayor peso fresco de brotes propagables fue el tratamiento T1 con
0.028 g, y el tratamiento T2 en 0.024 g. Asimismo, el peso seco de brotes fue 0.009 g vy

0.005 g respectivamente.

Tabla 10: Respuestas del nimero y longitud de raiz (mm) en la etapa de multiplicacion del brote tipo 1

TRATAMIENTO NUMERO LONGITUD OBSERVACION
DE RAIZ
(mm)

T1: MS+BAPO05Smg/L 0.0 B 00 B

T2: MS+BAP 10mg/L 0.0 B 00 B

T3: MS+BAP15mg/L 0.0 B 00 B Presencia de raiz muy
pequefia

T4: MS+BAP20mg/L 0.0 B 00 B Presencia de raiz muy
pequefia

T5: MS+BAP0.5mg/L 05 B 90 B Presencia de raiz

+ 0.5mg/L KIN

T6 :MS 50A 34.7 A Presencia de raiz larga

*Medias con las diferentes letras en la misma columna difieren para p<0.05
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En los tratamientos T1 y T2 (Tabla 10), no formaron raices, fueron tratamientos que
favorecen para la proliferacion de los brotes propagables. Por otro lado, los tratamientos T3,
T4, T5y T6 promovieron la formacion de raices sobre todo el T6 (su medio de cultivo libre
de hormona exdgena (citoquinina), formo raiz y no brotes. Figueroa (2015) citado por
Tombion et al. (2020) menciona que las citoquininas son las que intervienen en la
organogénesis vegetal e inducen a la formacion de hojas y brotes.

Tabla 11: Respuestas de peso fresco y seco de la hoja en la etapa de multiplicacion del brote tipo 1

ALTURA  PESO PESO  PESO SO SECO
TRATAMIENTOS  (mm) FRESCO SECODE FRESCO TOTAL
DE HOJA HOJA TOTAL  (g)

(9) (9) (9)

T1: MS +BAP 16.250 0.262 AB 0.037 A 0.414 0.133 A
0.5mg/L AB AB
T2: MS +BAP 15.125 0251 B 0.029 B 0.308 0.043
1.0mg/L AB B D
T3: MS +BAP 15.500 0.345 A 0.027 B 0.593A 0.071
1.5mg/L AB BC
T4 :MS +BAP 11.500 0.367 A 0.020 B 0505AB 0.054
2.0mg/L B CD
T5 :MS +BAP 21.000 0.307 AB 0.044 A 0.711 A 0.115
0.5mg/L + A-B AB
0.5mg/L KIN
T6: MS 23.625 A 0.067 0.023 B 0.092 B 0.034

C D

*Medias con las diferentes letras en la misma columna difieren para p <0.05 (Notacién Tukey)

Con respecto a la altura del explante, evaluacion a los 45 dias destaco el tratamiento T6
testigo (23.6 mm), le sigue T5 (21.0 mm), T1 (16.2 mm), T3 (15.5 mm), T2 (15.1 mm)y
por ultimo T4 (11.5 mm). Los tratamientos T6 y T5 presentaron una mayor altura e indujeron
un menor nimero de brotes propagables y a la vez generaron un menor nimero de brotes
propagables comparado con los tratamientos T1, T2, T3 y T4 que tienen una menor altura e
inducen mayores brotes propagables. De todas ellas, T1 fue el que dio los mejores resultados
(Figura 14) y con un peso seco total mayor de 0.133 g, seguido del tratamiento T5 con 0.115

g.

b. Variables cualitativas evaluadas en la etapa de multiplicacion in vitro del brote tipo 1

Color

El color esta asociado al vigor de los explantes. Se observo que el color verde oscuro (VO)
disminuye conforme aumenta la concentracion del BAP, mientras que el verde claro (VC)

aumenta conforme la concentracién de BAP incrementa en el brote tipo 1 (Tabla 12).
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El tratamiento T6 presento el mayor valor de color verde oscuro mas intenso (87%). En este
tratamiento no hubo brotes propagables; probablemente a una mayor produccion de clorofila
una menor produccion de brotes. Mientras que el tratamiento T1 presenta el mayor valor
para el verde claro (87 %) y concentra el mayor nimero de brotes propagables. Por otro lado,
el tratamiento T5 con el color verde oscuro (VO) (40 %) y el verde claro (VC) (60 %) dio
mejores resultados (Figura 13), probablemente debido a la adicién de la KIN. La variable
verde claro marchito (VCM) en los tratamientos T1, T5 y T6 fue nulo el valor, comparado
con los tratamientos T2, T3 y T4 que resultaron con el mismo valor de 25%. Este tipo de
color de explante no generan brotes propagables; ya que el material se oxida o necrosa.

Deformacion de explante

El tratamiento con menor deformacion (DF) de explante fue T6 testigo con 0%, seguido del
tratamiento T1 con 37%. Asi mismo, la deformacion (DF) aumento con el incremento de la
concentracion de BAP como se observo en los tratamientos T1, T2, T3y T4 (Figura 11). El
tratamiento T5 contiene KIN, la cual genero el aumento de la deformacion del explante,
obteniendo como resultado un 75%.

Hoja translucida

Por otro lado, el tratamiento T6 presento el mayor valor para hoja no translucida (NT) igual
a 100%, mientras que el tratamiento T1 presento el menor valor igual a 63% (Figura 12). De
acuerdo con los resultados obtenidos se puede decir que los brotes muestran mejor color y
forma de hoja en los tratamientos con la méas baja concentracion de BAP 0.5 mg /L. A pesar
que este tratamiento origind vitrificacién conocida como translucidez, y disminuyd gran
parte de los individuos que iniciaron la etapa, estas fueron las que originaron mejor namero

de brotes.

Tabla 12: Porcentaje (%) de variables cualitativas del material tipo 1

VO VC VCM NDF DF NT T

T1 13 87 63 37 63 37
T2 13 62 25 50 50 75 25
T3 75 25 37 63 75 25
T4 75 25 50 50 87 13
T5 40 60 25 75 87 13
T6 87 13 100 100
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Figura 15: Brotes propagables de los tratamientos en la etapa de multiplicacion in vitro del brote tipo 1

34



4.1.3 Multiplicacion: brote tipo 2

Para el brote tipo 2 los brotes se colocaron en los tratamientos de multiplicacion, y se

evaluaron las variables cualitativas y cuantitativas, que se describiran a continuacion:

N° de brotes propagables y N° no propagables promedio

a
10 , ab ab ab
a
8 ab b
a 5 l a ab
<
= 1/0)s -
5 0 [ ==
T1: MS T2: MS T3: MS T4 MS T5MS T6 MS
+BAP +BAP +BAP +BAP +BAP
0.5mg/ 1.0mg/ 1.5mg/ 2.0mg/ 0.5mg/
Lt Lt Lt Lt Lt+
0.5mg/
Lt KIN
m N° de brotes 6.1 4.2 3.6 2.9 5.6 1
N° No propagables 6.8 6.6 6.8 12 10.5 0

Figura 16: Resultados del nimero de brotes propagables y no propagables en la etapa de
multiplicacién del brote tipo 2

En la Figura 16, se detalla, los datos obtenidos para la variable respuesta del nimero de
brotes propagables. Se puede interpretar que los promedios no distan ampliamente entre si;
sin embargo, la prueba de comparacion de medias de Tukey a un nivel de significacion de
95 % de confianza, indica la existencia de diferencias significativas.

Los tratamientos T1, T2, T3 y T4 resultaron semejantes para el nimero de brotes
propagables con concentraciones de BAP. Asimismo, de acuerdo con Aremu et al. (2016)
citado por Olivera et al. (2017), la adicion de BAP incrementa la formacidn de brotes porque
las citoquininas inducen a la formacién de yemas axilares (Figura 17). Contrario con el
tratamiento T6 sin regulador de crecimiento, que difiere con los tratamientos T1, T2, T3, T4
y T5, ya que no formaron brotes propagables, siendo T6 un tratamiento no favorable para la

etapa de multiplicacion.
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En consecuencia, se recomienda el tratamiento T1: BAP 0.5 mg /L, ya que obtuvo valores
similares de nimero de brotes propagables. Pero a baja concentracion de BAP reduciendo

los costos de produccion.

Por otro lado, el namero de brotes no propagables resultaron valores similares entre los

tratamientos T1, T2, T3, T4y T5. Pero difieren significativamente con el tratamiento T6.

Tabla 13: Respuestas del peso fresco y seco de brotes propagables para la etapa de multiplicacion del

brote tipo 2
PESO FRESCO DE PESO SECO DE
TRATAMIENTOS BROTES BROTES
PROPAGABLES PROPAGABLES
(9) (9
T1: MS +BAP 0.5mg/L 0.177 A 0.029 A
T2: MS +BAP 1.0mg/L 0.122 A 0.007 B
T3: MS +BAP 1.5mg/L 0.128 A 0.010 AB
T4: MS +BAP 2.0mg/L 0.092 A 0.002 C
T5: MS +BAP 0.5mg/L+ 0.159 A 0.007 B
KIN 0.5mg/L
T6 :MS 0.104 A 0.009 AB

*Medias con las diferentes letras en la misma columna difieren para p<0.05 (Notacion Tukey)

De acuerdo a la prueba de comparacion de Tukey (Tabla 13) no existe diferencia estadistica

significativa para peso fresco de brotes propagables.

Tabla 14: Respuestas del nimero de raiz y longitud de raiz (mm) en la etapa de multiplicacion del

brote tipo 2
TRATAMIENTOS NUMERO LONGITUD OBSERVACION
DE RAIZ DE RAIZ (mm)
T1: MS +BAP 0.5mg/L 00 B 0.0 B
T2: MS +BAP 1.0mg/L 00 B 0.0 B
T3: MS +BAP 1.5mg/L 00 B 0.0 B Presencia de raiz muy
pequefa
T4: MS +BAP 2.0mg/L 00 B 0.0 B Presencia de raiz muy
pequefia
T5: MS +BAP 0.5mg/L 25 A 252 A Presencia de raiz
+ KIN 0.5mg/L
) 45 A 435 A Presencia de raiz larga

*Medias con las diferentes letras en la misma columna difieren para p <0.05
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En la Tabla 14 se muestra la diferencia en el nimero y longitud de raices en la etapa de
multiplicacion. Se observa que los tratamientos T1 y T2 no formaron raiz, lo cual es
adecuado para esta etapa. Por otro lado, los tratamientos T3 y T4 formaron raices muy
pequefas. Los tratamientos T5 y T6 formaron raices, siendo esta reaccion no adecuada para
la etapa de multiplicacion porque la actividad metabdlica se concentra en el crecimiento,
desarrollo de la hoja y raiz, y no en la produccion de brotes como se dio estudio realizado
por Nahuinlla, (2018).

Tabla 15: Respuestas del peso fresco y seco total en la etapa de multiplicacién del brote tipo 2

ALTURA PESO PESO PESO PESO SECO

TRATAMIENTOS  (MM) FRESCODE SECODE FRESCO TOTAL

HOJA HOJA TOTAL (9)

(9) (9) (9)
T1: MS +BAP 18 B 0.457 BC 0.061 AB 1.242 B 0.107 BC
0.5mg/L
T2: MS +BAP 18.7 AB 0.478 BC 0.062 AB 0984 B 0.096 BC
1.0mg/L
T3: MS +BAP 19 AB 0.237 C 0.025 0.771 B 0.140 AB
1.5mg/L B
T4: MS + BAP 26.2 AB 0.853 A 0.058 AB 3.071 A 0.202 A
2.0mg/L
T5: MS + BAP 28.8 AB 0.702 AB 0.070 A 2455 A 0.178 AB
0.5mg/L

+0.5Mg/L KIN

T6: MS 314A 0.311 C 0.040 AB 0566 B 0.0611 C

*Medias con las diferentes letras en la misma columna difieren para p<0.05 (Notacion Tukey)

Con respecto a la altura del explante, evaluada a los 45 dias de iniciado el proceso, destaco
el T6 testigo (31.4 mm), le sigue T5 (28.8 mm), T4 (26.2 mm), T3 (19 mm), T2 (18.7 mm)
y por altimo T1 (18 mm). En el presente experimento, el tratamiento T6, con mayor altura
no genero brotes, y el tratamiento T1 con menor altura genero el mayor nimero de brotes
propagables. Por otro lado, para la caracteristica del peso seco total, el tratamiento T2, T3,

T4 y T5 resultaron valores similares. Pero difieren con el tratamiento T1y T6.
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a. Variables cualitativas para la etapa de multiplicacion del brote tipo 2

Color

El tratamiento T6 (Tabla 16) presenta el color verde oscuro (VO) en 90 % y verde claro (VC)
en 10 %, seguido del tratamiento T5 verde oscuro (VO) en 40 % y verde claro (VC) en 60
%(Tablal6). Anteriormente se menciond que explantes con mayor porcentaje de color verde
oscuro no produce brotes propagables como se dio en el T6. Por otro lado, los tratamientos
T1y T2 ambos resultaron con el mismo valor verde oscuro (VO) del 30 %, seguido del verde
claro (VC) en 60%, y un verde claro marchito (VCM) en 10 %. A pesar que los tratamientos
T1y T2 resultaron con un verde oscuro bajo, produjeron brotes sobre todo el tratamiento T1
que origino el mayor namero de brotes propagables.

Deformacion de Explante y hoja translucida

El tratamiento T6 presenta el mayor valor para explante no deforme (NDF) y hoja no
translucida (NT) igual a 100 %, seguido del tratamiento T1 explante no deforme (NDF) y
hoja no translucida (NT) ambas variables con un mismo valor del 90 % como se observa en
la Tabla 16. Estos tratamientos T1y T6 muestran mejor calidad del explante en forma y color

de hoja; ya que este genera nimero de brotes propagables.

Tabla 16: Porcentaje (%) de variables cualitativas del brote tipo 2

VO VC VCM NDF DF NT T

T1 30 60 10 90 10 90 10
T2 30 60 10 70 30 70 30
T3 75 25 50 50 50 50
T4 75 25 70 30 50 50
T5 40 60 40 60 40 60
T6 90 10 100 100
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Figura 17: Brotes propagables de los tratamientos en la etapa de multiplicacién in vitro del brote tipo 2
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4.2  Objetivo 2

Determinacion del efecto de la concentracion de dos Auxina en la etapa de enraizamiento in

vitro.

4.2.1 Enraizamiento: brote tipo 1

a. Evaluacion de hoja

Los andlisis de variancia se muestran en los Anexos 26, 27,28 y 29. Los valores p de cada
variable analizada mostraron que son menores de 0.05, excepto las variable nimero de
hoja, fue mayor a 0.05, siendo no significativo. Posteriormente se hizo la prueba
comparativa de Tukey (Tabla 17).

Tabla 17: Diferentes tratamientos de enraizamiento in vitro en la formacion de hojas del brote tipo 1

ALTURA [|2HOJAS PESO 'ESO SECO
TRATAMIENTOS (mm) FRESCO HOJA(g)
HOJA (9)
T 1: MS +ANA 8.24 B 54A 0111 C 0.019 B
0.1mg/L
T2 : MS +ANA 11.90 AB 6.8 A 0.547 A 0.018 B
0.01mg/L
T3: MS+IBA 22.37 AB 72 A 0.343 A 0.021 B
0.1mg/L
T4: MS+IBA 23.12 A 8.4 A 0.304 A 0.033 A
0.01mg/L
T5: MS 21.20 AB 6.2 A 0262 B 0.032 A

*Medias con diferentes letras en la misma columna difieren para P <0.05 (Notacion Tukey).

No se observaron diferencias significativas de los tratamientos para el nimero de hoja
promedio. Para la variable altura el T4 obtuvo la mayor altura (23.12 mm) con respecto a los
tratamientos T1, T2, T3 y T5. Por otro lado, la variable peso fresco de hoja no tuvieron
diferencias significativas entre los tratamientos T2, T3 y T4 y el menor valor resulto el

tratamiento T1.
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b. Evaluacion de raiz

Numero promedio

de raiz
a
8 a a
! b
a
\N 6
© 5
3 4 b
ol 3
Z
2
1 D
0
T1 T2 T3 T4 T5
E Numero de raiz 5.2 2.4 6.8 7.8 7

Figura 18: Respuesta del nimero de raices en la etapa de enraizamiento del brote tipol

En la Figura 18 se observa que los tratamientos de enraizamiento no tienen el mismo efecto

en comportamiento, aun nivel de significancia de 95 % de confianza (Anexo 30).

El en tratamiento T1: ANA 0.1mg/L, namero de raiz fue 5.2 y formo callosidad, mientras
que el tratamiento T2: ANA 0.01lmg/L fue menor igual a 2.4 y no formo callosidad.
Indicando que, a una mayor concentracion de ANA, aumenta el nimero de raiz y forma
callosidad. En efecto las auxinas en el enraizamiento, promueven a bajas concentraciones e

inhiben a altas concentraciones formando callosidad (Uribe et. al, 2012).

Por otro lado, los tratamientos T3: IBA 0.1mg/L y T4: IBA 0.01mg/L, no resultaron con
diferencias estadisticas significativas entre si; sin embargo, el mayor valor lo obtuvo el
tratamientoT4 a una menor concentracion de IBA. Ademas, se conoce que la planta de fresa
responde mejor a los reguladores de IBA para la generacion del nimero de raices (Cuazitl y
Nurfiez, 2017).

En el caso del tratamientoT5: MS se observa que el nimero de raiz fue 7 y no difiere
estadisticamente con los tratamientos T3 y T4. Se puede decir que los tratamientos con IBA

y medio Murashige y Skoog (MS), produjeron mejores esultados en la produccion de raices.
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Longitud promedio de raiz
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Figura 19: Respuesta de la longitud de raiz en la etapa de enraizamiento del brote tipo 1

En la Figura 19 se observa que los tratamientos de enraizamiento no tienen los mismos

efectos en el comportamiento, aun nivel de significancia de 95 % de confianza (Anexo 31).

El tratamiento T1: ANA 0.1mg/L tiene una longitud de raiz de 3.1 mm en comparacion con
el tratamientoT2: ANA 0.01mg/L que resulto mayor con 21.1 mm. Estos resultados muestran

que al disminuir la concentracion de ANA aumenta la longitud de la raiz.

Los tratamientos T3: IBA 0.1mg/L y T4: IBA 0.01mg/L, presentaron los valores mas alto de
longitud de raiz de 30.6 mm y 33.2 mm respectivamente; sin embargo, no se observo
diferencias significativas entre estos tratamientos. Se podria sefialar que el regulador IBA
comparado con el ANA favorece la longitud de raiz. Un resultado similar se observo en el
estudio realizado por Nahuinlla, (2018) donde el regulador IBA tuvo un mayor efecto en la

formacién de la longitud de raiz.

El tratamiento T5: MS sin regulador, formd raices probablemente por la presencia auxina en
los tejidos dando como resultado una la longitud de raiz de 19.4 mm, siendo menor que los

tratamientos T2, T3y T4; destacando este ultimo tratamiento.
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Tabla 18: Diferentes tratamientos de enraizamiento in vitro en la formacion de raices del brote tipo 1

TRATAMIENTOS PESO FRESCO PESO SECO  PESO PESO SECO
RAICES RAICES FRESCO TOTAL
(@) @) TO(T)AL @)
g
T1: MS+ANAO.1Img/L  0.010 c 0002 C 0122 C 0020 B
T2 : MS+ANAO0.01mg/L  0.013 BC 0002 C 0168 C 0022 B
T3: MS+IBA 0.1mg/L 0.050 A 0.005 A 0.394 A 0.046 A
T4: MS+IBA0.01lmg/L 0.025 B 0.004 B 0.329 AB 0.037 AB
T5: MS 0.018 BC 0.003 BC 0281 B 0.029 AB

*Medias con diferentes letras en la misma columna difieren para P <0.05 (Notacion Tukey).

El mayor peso fresco y seco de raiz se encontré en el tratamientoT3: IBA 0.1mg/L con 0.050

gy 0.005 g respectivamente, seguido del tratamiento T4: IBA 0.01mg/L con peso fresco y

seco de raiz 0.025 g y 0.004 g respectivamente. Y el menor peso fresco de raiz fue el
tratamientoT1: ANA 0.1mg/L de 0.010 g y peso seco de raiz de 0.002 g (Figura 20).
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Figura 20: Etapa de enraizamiento del brote tipo 1, T1: MS +ANA 0.1mg/L, T2: MS +ANA 0.01mg/L,
T3: MS+IBA 0.1mg/L, T4: MS + IBA 0.0lmg/L y T5: MS

4.2.2 Enraizamiento: brote tipo 2

Evaluaciones: altura (mm), nimero de raiz, longitud de raiz (mm), peso seco de hoja (g),

peso fresco y seco de raiz (g), y por Gltimo peso seco total (g), las cuales fueron significativas

con un p valor menor 0.05. Por otro lado, variables nameros de hoja, peso fresco de hoja y
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peso fresco total (Anexos 37, 38 y 44), fue mayor a 0.05 las cuales fueron no significativos.

Posteriormente se hizo la prueba comparativa de Tukey a las variables.

a. Evaluacion de hoja

De acuerdo a los resultados obtenidos en la Tabla 19, no hubo diferencia estadistica
significativa entre los tratamientos para el nimero de hojas. Por otro lado, la variable altura
obtuvo el valor mas alto con el tratamiento T5 (27.7 mm) con peso fresco y seco de hoja de
0.516 g y 0.059 g respectivamente. Asimismo, la menor altura lo obtuvo el tratamiento T3:
MS + IBA 0.1mg/L (8.98 mm) con peso fresco y seco de hoja de 0.283 g y 0.035 ¢

respectivamente.

Tabla 19: Diferentes tratamientos de enraizamiento in vitro en la formacion de hojas del brote tipo 2

TRATAMIENTOS ALTURA N° PESO FRESCO PESO SECO DE

(MM) HOJAS DE HOJAS HOJAS

(9) (9)

T 1:MS+ANA 0.1mg/L 1163 A-B 53 A 0.235 A 0.033 B
T2 : MS +ANA 0.01mg/L 17.40 A-B 6.8 A 0.469 A 0.060 A
T3: MS+ IBA 0.1mg/L 8.98 B 41 A 0.283 A 0.035 B
T4: MS+ IBA 0.0lmg/L 1919 A-B 6.6 A 0.457 A 0.051 AB
T5: MS 27.79 A 6.8 A 0.516 A 0.059 A

*Medias con diferentes letras en la misma columna difieren para P <0.05 (Notacion Tukey).

Nuamero promedio de raiz
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Figura 21: Respuesta del nimero de raices en la etapa de enraizamiento del brote tipo 2

En la Figura 21, se detalla, los datos obtenidos para el nGmero de raices. Se puede interpretar
que los promedios no distan ampliamente entre si; sin embargo, la prueba de comparacion
de medias de Tukey a un nivel de significacion de 95 % de confianza, indica la existencia

de diferencias significativas.
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Los tratamientos T1, T2 y T5 no difieren estadisticamente entre ellas; sin embargo, son los
que mayores valores generaron para el nimero de raices. Por otro lado, el tratamiento T1:
ANA 0.1mg/L formo callosidad a comparacion del tratamiento T2: ANA 0.01mg/L, que no
formo callosidad. Esto indica que no se deberia adicionar niveles altos de regulador de
crecimiento. Quintero et al., (2003) obtuvo resultados similares al encontrar que a medida que
aumenta la dosis en ANA aumenta el nimero de raices y la formacion de la callosidad. De
acuerdo con Sharmin et al. (2014) citado por Olivera et al. (2017), las auxinas intervienen
en la formacidn de raices lo cual explicaria la formacion de callos y raices en concentraciones
de ANA 0.1 mg /L. Pero para esta etapa de enraizamiento no es convenientes la formacion

de callosidad.

En el tratamiento T3: IBA 0.1mg/L el nimero raiz fue 4.4 y el tratamiento T4: IBA 0.01mg/L
fue 6.8, siendo este tratamiento el que genero el mayor nimero de raiz con una menor
concentracion de IBA. Por otra parte, el tratamiento T5: MS testigo, el explante genero la
formacion de raiz sin ningun regulador de crecimiento en el medio, siendo este el segundo
mejor tratamiento; ya que el mayor valor lo obtuvo el tratamiento T1. Pero este formo callo
de textura dura, que no se puede separar facilmente en pequefios fragmentos dificultando su
posterior manejo para la aclimatacion (Lallana y Lallana, 2003). Por lo tanto, T5 seria el
mejor tratamiento para la generacién del nUmero de raices por el menor costo y por no

presentar callo duro como origina en el tratamiento T1.
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Figura 22: Respuesta de la longitud de raices en la etapa de enraizamiento del brote tipo 2
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En la figura 22 se observa para la longitud de raiz, el efecto de los tratamientos de
enraizamiento no tiene el mismo comportamiento, a un nivel de significacion de 95 % de

confianza (Anexo 41).

El tratamiento T1: ANA 0.1mg/L presenta una longitud de raiz de 4.6 mm, mientras que en
el tratamiento T2: ANA 0.01mg/L fue 26.34 mm, siendo este el mayor valor a una menor

concentracion de ANA.

El efecto del IBA en la longitud de la raiz aumenta conforme la concentracion de IBA
disminuye, como se observo en los tratamientos T3: IBA 0.1mg/L y T4: IBA 0.01mg/L que
resultaron con 14.4 mm y 25.9 mm respectivamente. Por otro lado, el tratamiento T5: MS
testigo presento la mayor longitud de raiz de 36.7 mm. Resultados similares fueron
reportados Felix, Lopez, y Alvarado (2018), con los mejores resultados de enraizamiento
con el medio de cultivo MS, y precisan que no es necesario el uso de reguladores de
crecimiento vegetal en esta etapa. Finalmente, para el brote tipo 2 el mejor tratamiento fue
T5 medio de Murashige y Skoog con una buena longitud comparado con los demas

tratamientos.

Tabla 20: Diferentes tratamientos de enraizamiento in vitro en la formacidn de raices en el brote tipo 2

PESO FRESCO PESO SECO PESO FRESCO PESO SECO

TRATAMIENTOS RAICES RAICES TOTAL TOTAL
(9) (9) (9) (9)

T1:MS+ANA 0.027 C 0.004 C 0.262 A 0.037 B
0.1mg/L

T2 : MS +ANA 0.056 B 0.008 B 0.526 A 0.068 A

0.01mg/L

T3: MS+ IBA 0.069 AB 0.009 B 0.359 A 0.043 B
0.1mg/L

T4: MS + IBA 0.096 A 0.012 A 0.554 A 0.064 A
0.01mg/L

T5: MS 0.062 B 0.011 A 0.578 A 0.070 A

*Medias con diferentes letras en la misma columna difieren para P <0.05 (Notacion Tukey).

En la Tabla 20 el tratamientoT4: IBA 0.01mg/L acumulé mayor peso fresco y seco de raiz
de 0.096 g y 0.012 g respectivamente. Ahora bien, en el tratamiento T1: ANA 0.1mg/L,
presenta el menor peso fresco y seco de raiz igual a 0.027 g y 0.004g respectivamente.
Debido a la formacion del callo que probablemente; provocd el agotamiento de nutrientes
(Lallana y Lallana, 2003). No se observaron diferencias significativas de los tratamientos
para el peso fresco total.
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Figura 23: Etapa de enraizamiento brote tipo 2, T1: MS +ANA 0.1mg/L, T2: MS +ANA 0.0Lmg/L,
T3:MS + IBA 0.Img/L, T4: MS + IBA 0.01mg/L y T5: MS

4.3 Objetivo 3

Determinacion de la mejor fuente nutricional en la etapa de aclimatacion

4.3.1 Porcentaje de sobrevivencia

sobrevivencia

100 100
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X 90
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aplicacion  AyB de algas
Tratamientos

Figura 24: Porcentaje de sobrevivencia (%) por tratamiento en la fase de aclimatacion

Tabla 21: Resultados de la aclimatacion de un 1 mes

Tratamientos N° plantas aclimatadas N° plantas sobrevivientes Porcentaje de plantas vivas (%)

Tl Testigo 9 9 100

T2 Solucién Ay B 9 8 88

T3 Extracto de algas 9 8 88
T4 MS 9 9 100
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Los pardmetros se evaluaron al final del periodo de aclimatacion (Figura 24). Se observo en
los tratamientos T1y T4 son los que obtuvieron el mayor valor de 100 % de supervivencia.
Segun Debnath (2005) citado por Valencia et al., (2019) para alcanzar una alta supervivencia
y adaptacién se debe mantener la humedad relativa de 90-95%. La razén se debe que los
explantes in vitro presentan una cuticula delgada y una baja densidad estomatica, lo cual las

hace susceptibles a la deshidratacion.

Por otro lado, Sanchez et al., (2012) afirman: “Es fundamental que las plantulas sean de
buena calidad, porque de ello depende el porcentaje de supervivencia. Para esto se deben
seleccionar las plantulas salidas de laboratorio que presenten un buen desarrollo foliar y
radicular” (p. 51).

Ademas, el manejo que se dio en la aclimatacion fue de una sola fase en el invernadero de
malla sombra del 50 %, y dentro de ella un Microtunel de plastico la cual puede ser replicada

a una gran escala.

Asimismo, para el cultivar Aroma el efecto de la concentracion de las aplicaciones de los
nutrientes (soluciones Ay B, Extracto de algas y MS), no causo efectos nocivos y plantulas

muertas. Ademas, alcanzo altos valores de supervivencia de plantulas (Tabla 21).

4.3.2 Incremento de altura (é h)

Se obtuvo como respuesta un valor — p de 0.001, que explica que existen diferencias
significativas entre los tratamientos nutricionales para el incremento de altura de plantula a
un nivel del 95% de confianza entre los tratamientos nutricionales. Los resultados indican

que el incremento de altura durante la aclimatacion fue mayor a 0.5cm (Anexo 46).
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Figura 25: Resultados de medias del incremento de la altura en la fase de aclimatacion
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A las cuatro semanas de aclimatacion, las plantulas en el tratamiento T2 (Solucion Ay B)
mostro el mayor incremento en 1.64 cm, siendo la altura promedio final de 3.6 cm, mientras
el tratamiento T3 (Extracto de algas) tuvo el menor incremento de altura de 0.86 cm y se
observo una altura promedio final de 2.96 cm (Figura 25).

4.3.3 Incremento en el niamero de hojas (6 #h)

Se obtuvo como respuesta un valor p de 0.039 es decir, existen diferencias significativas
entre los tratamientos nutricionales para el incremento en nimero de hojas a un nivel de 95%
de confianza (Anexo 47). Los resultados indican que el incremento de hojas durante la

aclimatacion fue igual o mayor a lunidad.
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Figura 26: Resultados de medias del incremento del nimero de hojas en la fase de aclimatacion

El tratamiento T2 (Solucién A y B) tuvo un incremento de 3 a 4 unidades y el tratamiento
T1: Testigo (agua destilada) un incremento de 3 unidades y por lo tanto no hubo diferencia
significativa entre estos valores. Esto puede deberse a que el sustrato utilizado tenia macro
y micronutrientes que contribuyeron en la generacion de las nuevas hojas. Asimismo,
Espinosa et al., (2019) explica que la emision de las nuevas hojas en las plantas a condiciones
ex vitro causa crecimiento y desarrollo, ya que estas tendran capacidad fotoautotréfica.
Finalmente, el promedio final del namero de hojas de los tratamientos T1, T2 fueron 10 y

12 unidades, respectivamente.

4.3.4 Incremento de longitud de hoja (6 1)

Se obtuvo como un valor p de 0.8595 que indica que no existen diferencias significativas
entre los tratamientos nutricionales para el incremento de longitud de foliolo a un nivel del
95% de confianza (Anexo 48).
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Tabla 22: Comparacion de medias del incremento de longitud de hoja de la fase de aclimatacion

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H p
Longitud de T1 9 1,01 0,39 0,96 0,76  0,8595
foliolo (cm)

Longitud de T2 9 1,13 0,46 1,24
foliolo (cm)
Longitud de T3 9 0,98 0,35 0,98
foliolo (cm)
Longitud de T4 9 1,10 0,41 1,18
foliolo (cm)

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

En los tratamientos realizados no hubo diferencias estadisticas significativas para el
incremento de longitud de foliolo. Asimismo, la longitud de foliolo final promedio de los
tratamientos T1, T2, T3y T4, fueron 2.03, 2.08, 1.9 y 2.05 cm respectivamente.

De acuerdo con estos resultados obtenidos las fuentes nutricionales no tuvieron un efecto
significativo en la longitud de hoja, niUmero de hoja con excepcion de la altura en el
tratamiento T2 (Solucion Ay B) la cual presento incremento para esta caracteristica.

TESTIGO

Figura 27: Plantulas de fresa cv. Aroma aclimatadas a los 31 dias
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V. CONCLUSIONES

En la fase de multiplicacién, el cultivar Aroma del brote tipo 2 resulto mejor que el brote
tipo 1. Ademas, la BAP influyo en la generacion de nuevos brotes. Por ello, se
recomienda la menor concentracion de BAP: 0.5 mg/L; ya que obtuvo brotes de mejor

calidad.

En la fase de enraizamiento in vitro, el brote tipo 2 resulto mejor que el brote tipo 1.
Asimismo, se recomienda el tratamiento T5: MS (Murashigue y skoog); ya que obtuvo
una mejor respuesta en la formacion del nimero y longitud de raiz, sin regulador de

enraizamiento reduciendo los costos de produccion.

En la fase de aclimatacion las fuentes nutricionales empleadas no tuvieron efectos

significativos en las variables evaluadas.



V1. RECOMENDACIONES

En el manejo del explante no se debe realizar cortes innecesarios al explante; ya que el

material se estresa y oxida el medio de cultivo impidiendo su crecimiento.

Utilizar explantes vigorosos para la etapa de enraizamiento.

Realizar estudios (de altura, nimero de hoja, longitud de hoja, nUmero de raiz etc.) con
otras fuentes nutricionales a otras dosis.
Realizar estudios agronomicos en campo del material obtenido a partir de explantes in

vitro.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1: Ficha técnica de sustrato premix 3.

FICHA TECNICA

SUSTRATO PREMIX 3
Revizado: 18112018

IMPORTANCIA:

El sustrato PREMIX 2 estd compuesto principalments a base de musgo Sphagnum y wermiculita, su
granulometria es fina y brinda dptimas condiciones de temperatura y humedsad constante. Se
recomienda para una exitosa germinacion.

DESCRIPCION:

Favorece el desarrollo y crecimiento de las raices. La adicidn de la vermiculita facilita el trasplante de
plantines no se dafian debido a sus particulas; mejora la retencidn de agua y aire, siendo muy
importante la oxigenacidn para la absorcidn de agua y nutientes. Es un material inocuo, no contiene
microorganismos o nematodos patdgenos, ni malas hierbas. Es un excelente aislante térmico.

APLICACIONES:

En la elaboracidn de semilleros, almécigos, produccidn de plantines en bandejas y esgquejes bajo
sanidad controlada. Especialmente para hortalizas y ornamentales.

Se recomienda humedecer previo al llenado para lograr un mayor volumen total. La cantidad de agua
gue se agrega es de 37-40L por cada 100L de sustrato, siendo el riego de manera gradual o
pulverizado. Al afiadir agua. la superficie del susirato tene que permanecer granulosa y estable, pero
sin compactacion, luego dejar descansar el material un mindmo de dos horas antes de llemar las

bandejas.
CARACTERISTICAS DETALLES
Procedencia CANADA
Composicien e e e e
Apariencia Susiancia orginica natural marman clan a oscuro.
Oilar Lave a aor de liera
Solubilidad en agua No cormesponde
BH 5.5 20.3{&n agua)
Conductividad eléctrica 0.75 dSiam
Granulometria Superfina’ 0-3mm
Dengidad 013 D.16 giem®
Capacidad de agua 45~ B5%
Capacidad de aire 10- 20%
Retencitn de agua 45- 55%
NO,-M: 25-100 Mg: 30-100 Min: 0.01-0.1
NHs-M: 0-15 S0u4: 80-140 Ma: 0.001-0.02
Elemenios &n ppm P: 1-20 B: 0.01-0.2
K: 25- 100 Cu: 0.01- D.05
Ca: 40- 140 Fe:0.3-1.1
Volumen expandido del fards Farde de 2001
Pesa del fardo 32 kg aprax.

Recomendaciones: Al afladic sgua, b seperfick del susbrato tene gue pemance granule v esable, pero s compactacken Las
moomendacinss de uso se han de entender coend ndicativas v se deben adecuar 3 las condicionss Tin situ”. Esta indormackde e
suministra de buena fe, o5 pracisa y condiable segin mejer CoNCCGMIeND, pero debe CONSIErasa s0k LOMO UNG guia on fa seleccidn dal
producin e Coend garantia de fundonaa. « MARUPLAST INTERNACIONAL E.1LR.L. declina toda » bikdad por i b does
mizdiants & uso & E5Ta | nformacin

MARUPLAST INTERNACIOMAL EIRLTDA
Departamento Técnico
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ANEXO 2: Ficha técnica del producto Phycoterra de extracto de algas.

PRODUCT BREAKDOWN

AVERAGE MICROALGAE COMPOSITION

Ash Content MACRONUTRIENTS N-P-K
EL] (3 of Sample)
Protein Nitragen (N} 2030
Tota) Liics B Phosphorus (P) 2030
Potassium (K) 2010
MICRONUTRIENTS
Calcium 0.01-0.10%
Iron 10-100 ppm
A ——— Magnesium 0.0075-0.035%
Manganese 1-10 ppm
Zinc 1-10 ppm
Chioride 40 - 200 ppm
Sodium 0.01-0.1%
Sulfur 0.01-0.1%
Boron 0.2-2 ppm

Carbohydrates
(Caloulated)
4B%

COMMON APPLICATIONS

=0 GROUND PREP

=o ROOT DIP and DRENCHING

PhycoTerra
*o IN-LINE DRIP APPLICATION ORGANIC
=0 OVERHEAD IRRIGATION OR DIRECT SPRAY AFTER SEEDING
=0 FURROW APPLIED or SHANKED INTO THE SEED FURROW
+o SIDE-DRESSED / BANDED
wo FOLIAR * PhycoTerra

¥

62



ANEXO 3: ANVA de numero de brotes propagables para ensayo preliminar
multiplicacion del brote tipo 1.

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
TRATAMIENTO 5 2,361 0,4722 3,27 0,043

Error 12 1,733 0,1444

Total 17 4,094

Cv:19

ANEXO 4: ANVA del nimero de brotes propagables para la segunda multiplicacion
del brote tipo 1

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
TRATAMIENTO 5 1,942 0,3883 2,90 0,025

Error 42 5,625 0,1339

Total 47 7,567

cv: 19

ANEXO 5: ANVA del nimero de brotes no propagables en la vitroplanta en la segunda

multiplicacién del brote tipo 1

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
TRATAMIENTO 5 26,48 5,2960 7,68 0,000
Error 42 28,95 00,6893
Total 47 55,43
cv:22,8
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ANEXO 6: ANVA de peso fresco propagable (g) de la vitroplanta para la segunda
multiplicacion del brote tipo 1

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
TRATAMIENTO 5 0,000313 0,000063 4,48

0,004

Error 30 0,000419 0,000014

Total 35 0,000731

Cv 19,4

ANEXO 7: ANVAdel peso seco propagable (g) de la vitroplanta para la segunda
multiplicacion del brote tipo 1.

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
TRATAMIENTO 5 0,02304 0,004608 5,21 0,001
Error 30 0,02654 0,000885
Total 35 0,04958
Cv:2.8

*Transformacion de datos Raiz C +1

ANEXO 8: KRUSKAL WALLIS del nimero de raiz de la vitroplanta para la

segunda multiplicacion del brote tipo 1.

Variable N Media Mediana H P

Numeroderaiz6 0.00 0.00 17.03 <0.0001
Numeroderaiz6 0.00 0.00
NUmeroderaiz6 0.00 0.00
Numeroderaiz6 0.00 0.00
Numeroderaiz6 0.50 0.50
NUmeroderaiz6 5.00 5.00
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ANEXO 9: KRUSKAL WALLLIS de la longitud de raiz de la vitroplanta para la
segunda multiplicacion del material tipo 1.

Variable N Media Mediana H P

Longitud deraiz6 0.00 0.00 16.81 <0.0001
Longitud deraiz6 0.00 0.00

Longitud deraiz6 0.00 0.00

Longitud deraiz6 0.00 0.00

Longitud deraiz6 9.00 2.00

Longitud de raiz 6 34.70 35.50

ANEXO 10: ANVA de la altura de vitroplanta (mm) para la segunda multiplicacion
del brote tipo 1.

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
TRATAMIENTO 5 118,3 23,659 3,98 0,005
Error 42 249,06 5,944
Total 47 367,9
cv: 15,4

ANEXO 11: ANVA del peso fresco de hoja (g) de la vitroplanta para la segunda
multiplicacién del brote tipo 1.

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
TRATAMIENTO 5 0,008l6 0,001633 3,11 0,022

Error 30 0,01573 0,000524

Total 35 0,02389

cv: 8,5
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ANEXO 12: ANVA de peso seco de hoja (g) de la vitroplanta para la segunda

multiplicacion del brote tipo 1.

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
TRATAMIENTO 5 0,003360 0,000672 18,33 0,000
Error 30 0,001100 0,000037

Total 35 0,004460

Cv 20,14

ANEXO 13: ANVA de peso fresco total (g) de la vitroplanta para la segunda
multiplicacion sin del brote tipo 1.

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
TRATAMIENTO 5 0,03590 0,007181 7,12 0,000

Error 30 0,03024 0,001008

Total 35 0,000614

Cv7,3

ANEXO 14: ANVA Peso seco total (g) de la vitroplanta para la segunda

multiplicacién del brote tipo 1.

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
TRATAMIENTO 5 0,005284 0,001056 15, 34 0,000

Error 30 0,002067 0,000068

Total 35 0,007351

cv:11

ANEXO 15: ANVA de numero de brotes propagables de la vitroplanta para la

segunda multiplicacion del brote tipo 2.

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
TRATAMIENTO 5 1,732 0,34640 4,33 0,002
Error 54 4,322 0,08004
Total 59 6,054
Cv 7,2
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ANEXO 16: ANVA de numero de brotes no propagables de la vitroplanta para la
segunda multiplicacion del brote tipo 2.

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
TRATAMIENTO 5 8,641 1,7282 4,13 0,003
Error 54 22,581 0,4182
Total 59 31,222
Cv :9,0

ANEXO 17: ANVA de peso fresco de brotes propagable (g) de la vitroplanta para la
segunda multiplicacion del material tipo 2.

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
TRATAMIENTO 5 0,002477 0,000495 1,79 0,145
Error 30 0,008309 0,000277
Total 35 0,010787
Cv:12,7

ANEXO 18: ANVA de peso seco de brotes propagable (g) de la vitroplanta para la

segunda multiplicacion del brote tipo 2.

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
TRATAMIENTO 5 0,000024 0,0000048 4,84 0,002
Error 30 0,000030 0,0000010
Total 35 0,000054
cv 8,8

ANEXO 19: KRUSKAL WALLIS de nimero de raiz de la vitroplanta para la

segunda multiplicacion del brote tipo 2.

Variable N Media Mediana H P
NUmero deraiz6 0.00 0.00
Numeroderaiz6 0.00 0.00
NUmeroderaiz6 0.00 0.00

NUmeroderaiz6 0.00 0.00

23.43<0.0001

NUmero de raiz
NuUmero de raiz

6 3.673.50
6 4.504.00
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ANEXO 20: KRUSKAL WALLIS de longitud de raiz de la vitroplanta para la
segunda multiplicacién del brote tipo 2.

Variable N Media Mediana H P
Longitud deraiz 6 0.00 0.00 23.7<0.0001
Longitud deraiz 6 0.00 0.00

Longitud deraiz 6 0.00 0.00

Longitud deraiz 6 0.00 0.00

Longitud deraiz 6 25.17 28.00

Longitud deraiz 6 43.5 50.00

ANEXO 21: ANVA de altura (mm) de la vitroplanta para la segunda multiplicacion
el brote tipo 2.

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
TRATAMIENTO 5 118,1 23,624 2,65 0,033
Error 54 482,2 8,929
Total 59 600, 3
cv: 12,6

ANEXO 22: ANVA de peso fresco hoja (g) de la vitroplanta para la segunda

multiplicacién del brote tipo 2.

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
TRATAMIENTO 5 0,115 0,02300 4,83 0,002
Error 30 0,142 0,00473
Total 35 0,257
cv 13,5

ANEXO 23: ANVA de peso seco de hoja (g) de la vitroplanta para la segunda

multiplicacién del brote tipo 2.

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
TRATAMIENTO 5 0,001528 0,000306 3,66 0,011
Error 30 0,002507 0,000084
Total 35 0,004035
cv 17,24
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ANEXO 24: ANVA de peso fresco total (g) de la vitroplanta para la segunda

multiplicacion del brote tipo 2.

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
tratamiento 5 4,981 0,99613 16,41 0,000

Error 30 1,821 0,06069

Total 35 6,801

Cv:16,2

ANEXO 25: ANVA de peso seco total (g) de la vitroplanta para la segunda
multiplicacion del brote tipo 2.

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
tratamiento 5 0,01174 0,002348 5,89 0,000

Error 30 0,01194 0,000398

Total 35 0,02368

Cv:15

ANEXO 26: ANVA Altura (mm) de la vitroplanta para la etapa de enraizamiento del

brote tipo 1.
Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 4 16,39 4,097 4,05 0,015
Error 20 20,26 1,013
Total 24 36,64
Cv:5,8

ANEXO 27: ANVA Numero de hoja de la vitroplanta para la etapa de enraizamiento
del brote tipo 1.

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 4 0,9767 00,2442 0,96 0,449
Error 20 5,0733 10,2537
Total 24  6,0500
Cv:7,4
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ANEXO 28: ANVA Peso fresco de hoja (g) de la vitroplanta para la etapa de

enraizamiento del brote tipo 1.

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 4 0,03831 0,009578 3,89 0,017

Error 20 0,04929 0,002464

Total 24 0,08760

Cv:15,8

ANEXO 29: ANVA Peso seco de hoja (g) de la vitroplanta para la etapa de
enraizamiento del brote tipo 1

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 4 0,000324 0,000081 7,36 0,001

Error 20 0,000220 0,000011

Total 24 0,000544

cv:13

ANEXO 30: ANVA de Numero de raiz de la vitroplanta para la etapa de

enraizamiento del brote tipo 1.

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamientos 4 9,690 2,4225 14,30 0,000

Error 20 3,388 00,1694

Total 24 13,078

Cv:7,0

ANEXO 31: ANVA de longitud de raiz de la vitroplanta para la etapa de
enraizamiento del brote tipo 1.

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamientos 4 47,92 11,980 4,15 0,013
Error 20 57,74 2,887
Total 24 105,66
Cv:79
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ANEXO 32: ANVA Peso fresco de raiz (g) de la vitroplanta para la etapa de

enraizamiento del brote tipo 1.

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 4 0,000192 0,000048 4,8 0,007
Error 20 0,000200 0,000010
Total 24 0,000392
CVv:133

ANEXO 33: ANVA del peso seco de raiz (g) de la vitroplanta para la etapa de

enraizamiento del brote tipo 1.

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 4 0,007407 0,001852 6,30 0,002
Error 20 0,005875 0,000294
Total 24 0,013281
cv :16,3

* Transformacion de datos Raiz C +1

ANEXO 34: ANVA de peso fresco Total (g) de la vitroplanta para la etapa de
enraizamiento del brote tipo 1.

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 4 0,02513 0,006282 3,86 0,018

Error 20 0,03256 0,001628

Total 24 0,05769

Cv:15,5

ANEXO 35: ANVA de Peso seco total (g) de la vitroplanta para la etapa de

enraizamiento del brote tipo 1.

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 4 0,000236 0,000059 5,88 0,003
Error 20 0,000201 0,000010
Total 24 0,000437
cv 10,1
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ANEXO 36: ANVA Altura (mm) de la vitroplanta para la etapa de enraizamiento del

brote tipo2.
Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 4 11,03 2,7569 3,10 0,039
Error 45 39,99 0,8892
Total 49 51,02
Cv:5,5

ANEXO 37: ANVA del nimero de hoja de la vitroplanta para la etapa de
enraizamiento del brote tipo2.

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 4 3,64 0,910 1,51 0,216

Error 45 27,11 0,603

Total 49 30,75

cv 13,1

ANEXO 38: ANVA peso fresco de hoja de la vitroplanta para la etapa de
enraizamiento del brote tipo2.

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 4 0,02173 0,005432 1,20 0,342
Error 45 0,20410 0,004535
Total 49 0,22583
cv: 17

ANEXO 39: ANVA del peso seco de hoja de la vitroplanta para la etapa de
enraizamiento del brote tipo2.

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 4 0,001362 0,000340 4,90 0,002
Error 45 0,003128 0,000070
Total 49 0,004490
Cv:17,4
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ANEXO 40: ANVA Numero de raiz de la vitroplanta para la etapa de enraizamiento

brote tipo 2.

Source

Error
Total
Cv:9,3

Tratamiento

Analysis of Variance

Adj SS Adj MS F-Value P-Value
19,76 4,9400 9,82 0,000

22,64 0,5031
42,40

ANEXO 41: ANVA Longitud de raiz de la vitroplanta para la etapa de enraizamiento

brote tipo2.

Source
Tratamiento
Error
Total
Cv:

Analysis of Variance

DF Adj SS Adj MS F-Value
4 64,07 16,017 8,48
45 85,04 1,890

49 149,11

P-Value
0,000

ANEXO 42: ANVA del peso fresco raiz de la vitroplanta para la etapa de

enraizamiento del brote tipo2.

Source

Error
Total
Cv: 12,5

Tratamiento

Analysis of Variance

Adj SS Adj MS F-Value
0,004364 0,001091 17,90

0,002790 0,000062
0,007154

P-Value
0,000

ANEXO 43: ANVA del peso seco de raiz de la vitroplanta para la etapa de

enraizamiento del brote tipo2.

Source

Error
Total
Cv 2,2

Tratamiento

Analysis of Variance

Adj SS Adj MS F-Value
0,01131 0,002826 4,52
0,02815 0,000626

0,03946

P-Value
0,004

* Transformacion de datos Raiz C +1
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ANEXO 44: ANVA de peso fresco total de la vitroplanta para la etapa de
enraizamiento brote tipo2.

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 4 0,01525 0,003812 0,75 0,572

Error 45 0,23010 0,005113

Total 49 0,24535

Cv: 14,6

ANEXO 45: ANVA del peso seco total de la vitroplanta para la etapa de
enraizamiento del brote tipo2.

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 4 0,001412 0,000353 4,14 0,006

Error 45 0,003834 0,000085

Total 49 0,005246

Cv: 16

ANEXO 46: Prueba de Kruskal Wallis para variable altura en la etapa de

aclimatacion.
Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H p
Altura (cm) T1 9 1,050,36 1,10 24,21 <0,0001
Altura (cm) T2 9 1,640,22 1,60
Altura (cm) T3 9 0,860,29 1,00
Altura (cm) T4 9 1,360,21 1,30

Medias con una letra com(n no son significativamente diferente (p >0,05)

ANEXO 47: Prueba de Kruskal Wallis para la variable del nimero de hojas en la
etapa de aclimatacion.

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H p

NUmero de hojas Tl 9 311 2,62 2,00 8,08 10,0391
NUmero de hojas T2 9 3,78 2,68 4,00

NUmero de hojas T3 9 1,00 1,41 0,00

NUmero de hojas T4 9 1,89 1,762,00

Medias con una letra comdn no son significativamente diferente (p >0,05)
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ANEXO 48: Prueba de Kruskal Wallis para la variable de longitud de foliolo en la
etapa de aclimatacion.

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H p
Longitud de foliolo (cm) T1 9 1,01 0,39 0,96 0,76 10,8595
Longitud de foliolo (cm) T2 9 1,13 046 1,24
Longitud de foliolo (cm) T3 9 0,98 0,35 0,98
Longitud de foliolo (cm) T4 9 1,10 0,411,18

Medias con una letra comin no son significativamente diferente (p >0,05)
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