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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue inducir brotes in vitro de palto (Persea
americana Var. Hass), utilizando combinaciones de BAP y AGs. El Peru en la
actualidad no cuenta con tecnologia adecuada que permita la produccion de
frutales con uniformidad genética, libres de plagas y enfermedades, por lo que
esta investigacion pretende encontrar soluciones en cuanto a la propagacion de
la planta de palto. EI medio nutritivo de Murashige & Skoog (MS) fue utilizado
,adicionado de carbdn activado al 1 % para evitar la oxidacion de la misma y
combinaciones de BAP en niveles de concentracion de 0.0, 0.5, 1.5, 3.0 mg/l y
AGs en concentraciones de 0.0, 0.5, 1.0, 1.5 mg/l. En esta investigacion se usé
un disefio experimental completamente al azar, con las combinaciones de tres
niveles de BAP y tres niveles de AGs, mas un blanco, con 10 tratamientos, 10
repeticiones y 100 unidades experimentales. Las variables evaluadas fueron
namero de brotes y nimero de hojas por explante a los 30 y 60 dias. Se encontrd
que la combinacién de 3mg/l de BAP y 0.5mg/l de AGs (T7), presentd mejores
resultados en cuanto a la brotacién y numero de hojas por brote a los 60 dias,
produciendo una diferencia significativa comparado al resto de los tratamientos
evaluados. Se concluye que para la induccién de brotes in vitro de palto (Persea
americana Var. Hass), el tratamiento 7 con una combinacién de 3mg/l de BAP y

0.5mg/l de AGs presenté mejores resultados.

Palabras clave: Persea americana, palto, cultivo, in vitro, combinacion.
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ABSTRACT

The objective of this research was to induce in vitro shoots of avocado (Persea
americana Var. Hass), using combinations of BAP and AG3. Peru currently does
not have adequate technology that allows the production of fruit trees with genetic
uniformity, free of pests and diseases, so this research aims to find solutions
regarding the propagation of the avocado plant. The nutrient medium of
Murashige & Skoog (MS) was used, added 1% activated carbon to prevent
oxidation and combinations of BAP at concentration levels of 0.0, 0.5, 1.5, 3.0
mg / L' and AG3 at concentrations of 0.0, 0.5, 1.0, 1.5 mg / L. In this
investigation a completely randomized experimental design was used, with the
combinations of three levels of BAP and three levels of AG3, plus a blank, with
10 treatments, 10 repetitions and 100 experimental units. The variables
evaluated were number of shoots and number of leaves per explant at 30 and 60
days. It was found that the combination of 3mg / L** of BAP and 0.5mg / L * of
AG3 (T7), presented better results in terms of budding and number of leaves per
bud at 60 days, producing a significant difference compared to the rest of the
treatments evaluated. It is concluded that for the induction of in vitro shoots of
avocado (Persea americana Var. Hass), treatment 7 with a combination of 3mg /
| of BAP and 0.5mg / | of AG3 presented better results

Key words: Persea americana, avocado, culture in vitro, combination.



l. INTRODUCCION

La palta es una planta originaria de América Central y México, conociéndose en
es0s paises como aguacate. Es un fruto que posee una textura suave y sabor
delicado. Los que llevaron el fruto a Europa y propagaron de estimulante y
afrodisiaco fueron los espafioles. Es un é&rbol de la familia Lauraceae, son
cultivados por sus frutos que son muy valorados, la cual posee un alto contenido
nutricional (Ben-Ya acov y Michelson, 1995; Knight, 2002; Chanderbali et al.,
2008). En la actualidad, la palta es preferido a nivel mundial porque ha
demostrado poseer grandes propiedades alimenticias, su alta concentracion de
proteinas y aceites insaturados, asi como la ausencia de colesterol.

Se distinguen tres razas de acuerdo a su region fisiografica y a caracteristicas
genéticas particulares. Los tipos de razas son: 1. Persea americana var.
drymifolia (raza mexicana), 2. P. Americana Var. Americana (raza antillana) y 3.
P. Americana var. Guatemalensis (raza guatemalteca). (Ben Yaacov &
Michelson, 1995; Knight, 1999).

La importancia de la palta en la economia mundial ha crecido , dejando de ser
una fruta exdtica a ser una de los alimentos consumidos en la dieta diaria.
Ademas, contiene pequefias cantidades de magnesio, manganeso, cobre,

hierro, zinc, fosforoy muchas vitaminas. (Chanderbali et al., 2008).

Se ha logrado incursionar en la exportacion de palto a paises Centroamericanos
como: Costa Rica, Honduras, El Salvador y Nicaragua, siendo El primer lugar lo

México y el Peru el segundo exportador de palta a nivel mundial.

El 2014 se posicion6 en una exportacion de US$308 millones, teniendo un
crecimiento de 66,2% frente a afios anteriores , segun la Direccion de Estudios
Econdmicos e Informacion Agraria del Ministerio de Agricultura y Riego (Minagri,
2014).

El Ministerio de Agricultura y Riego (Minagri, 2018), dio a conocer que el Peru
exporté el afio pasado cerca de 250 mil toneladas de palta, principalmente

variedad Hass, representando un incremento del 27% a lo registrado en el 2017.
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Este incremento se debio al entorno favorable en que se lleva a cabo el proceso

de cultivo de palto. (Minagri, 2018).

Como parte del crecimiento agroexportador que vive la region Ancash, el
Ministerio de Agricultura y Riego (2019), La produccion de Palta Hass en la
provincia Del Santa se ha venido desarrollando solo en el distrito de Moro,
Cascajal y zonas periféricas. Con el inicio de la campafia de exportacion de Palta
Hass 2019, ha sido notorio la aparicién de nuevas zonas de produccién de este
cultivo. Este indice de crecimiento, se debe a la mayor demanda que genera la
apertura de nuevos mercados internacionales.

La multiplicacion en palto esta enfocada mayormente en propagar portainjertos
de interés comercial, o revitalizando material adulto que permite la multiplicacion
en base a técnicas tradicionales (Barcel6 Mufioz & Pliego Alfaro, 2003).

La biotecnologia tiene una amplia gama de campos en las cuales se aplica, en
este trabajo nos centramos en la biotecnologia vegetal ya que permite la
aplicacion de ciencia y tecnologia con el uso de plantas o parte de ella con la
finalidad de manejar adecuadamente materiales vivos para desarrollar
conocimientos, bienes y servicios, para la regeneracion de plantas completas a
partir de segmentos de estas plantas o parte de ella
(explante),micropropagandola mediante diversas técnicas. (Pefia, 2012).

Para el establecimiento del cultivo in vitro se debe tener en cuenta ciertos
factores, de cuyo manejo depende el éxito del cultivo, siendo los mas
importantes: la variedad de la planta (genotipo), la clase de tejido a cultivar
(explante), la composicion quimica del medio de cultivo (factor quimico) y las
condiciones ambientales de incubacién (factor fisico). Para ello el material
vegetal debe estar libre de contaminantes (esterilizado) y el medio de cultivo
utiizado debe estar estéril, las cuales contienen sales minerales de
macronutrientes y micronutrientes, vitaminas, hormonas (citoquininas Yy/o
auxinas principalmente), azucar (sacarosa y/o glucosa entre otras), etc. Los
medios nutritivos pueden estar en estado liquido o bien solidificarse con agar en
base al tipo de cultivos in vitro a realizar (callos, cultivos de células, meristemos,
explantes, etc).



Finalmente, el medio ya sembrado con el explante se lleva al area de incubacion
controlando factores ambientales (luz, temperatura, humedad relativa, pH y la
concentracion de Oz y COz2) los cuales ejercen un papel muy importante en el
desarrollo y diferenciacion celular (Sharry et al., 2006).

Respecto a la propagacion in vitro de P. americana, existen pocos estudios
reportados, la mayoria de investigaciones se han realizado con la finalidad de
experimantar con nuevos protocolos para el establecimiento y propagacion in
vitro de esta especie. En la mayoria de estudios de propagacion vegetal en P.
americana se ha tenido éxito con material juvenil, pero no con material adulto, el
éxito en la micropropagacion de especies lefiosas como el del palto se debe
tener en cuenta el uso de material juvenil o material adulto revitalizado para
garantizar su desarrollo. (Delgado, 2013).

Muchas variedades de palto se han micropropagado a partir de segmentos
nodales con yemas laterales y apicales, embriones inmaduros y semillas
(Dalsaso & Guevara, 1988; Barringer et al., 1996; Muioz et al., 1999; Nhut et al.,
2008; Zulfigar et al., 2009).

La presente investigacion de la respuesta de dos genotipos de Palto (Persea
americana var. Mill) a la micropropagacion utilizando diferentes combinaciones
de auxinas y citoquininas, se baso6 en observar la respuesta de dos cultivares de
aguacate siendo las variedades Hass y Booth-8, para lo cual se utilizé el medio
de Murashige y Skoog, combinado con distintos reguladores de crecimiento, se
utilizo la citosina 6-bencilaminopurina (BAP) en niveles de 0.0, 0.5, 1.5, 3.0 mg/I
asi como acido giberélico (AG3) en concentraciones de 0.0, 0.5, 1.0 y 1.5 mg/l.
Para la variedad Hass el tratamiento donde se obtuvieron mejores resultados fue
0.0 mg/l de BAP mas 0.5 mg/l de AGs, obteniendo una respuesta del 40% de
brotacién, mientras que para la variedad Booth-8 donde se obtuvieron mejores
resultados fue el tratamiento que contenia 0.5 mg/l de BAP méas 0.5 mg/l de AGs,

obteniedo una respuesta de 50% de brotacién (Valentin, 2005).

La Palta Hass (Persea americana) se sitia como el segundo productor mundial

de palto en nuestro pais, por el amplio consumo de este fruto y por su importancia



econdémica a nivel mundial. Es considerado como una fuente muy importante
para la medicina utilizando diversas partes del palto ya sea del arbol y fruto,
extrayendo los aceites, ademas es utilizada como materia prima. Pero la forma
de consumir el fruto es en fresco o pulpa, ya que es muy favorable en la dieta
del ser humano considerado por su alto valor proteinico , y lo mas importante es
que no contiene colesterol. Esta indicado su consumo para diabéticos, por su
equelibrada capacidad de azlcar en la sangre y sus grasas no favorecen la

formacion del colesterol.

Teniendo en cuenta el crecimiento agroexportador de la Palta Hass en la
provincia Del Santa, ha sido notorio la aparicién de nuevas zonas de produccion
de este cultivo. La induccion de brotes y la propagacion in vitro podria ser un
punto clave en la multiplicacion rapida de estos genotipos deseables y en la
generacion de mayores ganancias para el productor, debido a que es una
especie econémicamente importante para su comercializacién. Este proyecto es
importante porque pretende inducir brotes in vitro de palto (Persea americana
Var. Hass) utilizando combinaciones de bencilaminopurina y acido giberélico,
con la finalidad de aumentar rapidamente el nimero de plantas existentes en

condiciones optimas y obtenerlas libre de patogenos.

En base a lo expuesto se formula el siguiente problema: ¢ Es posible la induccion
de brotes in vitro de palto (Persea americana Var. Hass) utilizando

combinaciones de bencilaminopurina y acido giberélico?



1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo general

Inducir brotes in vitro de Palto (Persea americana var. Hass) utilizando
combinaciones de bencilaminopurina (0.0, 0.5, 1.5, 3.0 mg/l) y &cido
giberélico (0.0, 0.5, 1.5, 3.0 mg/l).

1.1.2. Objetivos especificos

Determinar la combinacion optima de bencilaminopurina en los niveles de
(0.0, 0.5, 1.5, 3.0 mg/l) y el acido giberélico en los niveles de (0.0, 0.5, 1.0,
1.5 mg/l) que producen un mayor porcentaje en el nimero de brotes en nudos

de Palta Hass (Persea americana).

Determinar la combinacion optima de bencilaminopurina en los niveles de
(0.0, 0.5, 1.5, 3.0 mg/l) y el acido giberélico en los niveles de (0.0, 0.5, 1.0,
1.5 mg/l) que producen un mayor porcentaje en el nimero de hojas en nudos

de Palta Hass (Persea americana).

1.2. HIPOTESIS
La bencilaminopurina en una concentracion de 3 mg/l y el acido giberélico en
la concentracion de 0.5 mg/l induciran un mayor porcentaje en el nimero de

brotes y hojas en yemas axilares de Palta Hass (Persea americana).



Il. MARCO TEORICO:

2.1. ORIGEN DEL PALTO

El palto es nativo de América. Es una importante fruta originaria de Mesoamérica,
en la region alta del centro de México y Guatemala (Williams, 1976; Galindo et
al., 2008).

Se propag6 hacia Sudamérica por las culturas que habitaron en Mesoamérica
en la época prehispanica (Galindo et al., 2007). El palto se desarrollo en el
Neotrépico desde tiempos antiguos y su domesticacién en Mesoamérica se inicio
antes que otras plantas anuales hace aproximadamente 5,000 afios A.C. (Smith,
1969; Galindo et al., 2008).

Los restos fésiles de palto fueron hallados en cuevas de Coxcatlan, Valle de
Tehuacan, en el estado de Puebla, México, tienen una antigiiedad de 8,000-
7,000 afios A.C. donde fue un arbol nativo que crecia al este, en el bosque
mésico en una de las barrancas en la ladera de la montafia. La presencia de
otros tipos de plantas cultivadas y semillas de palto, indican que plantas de palto

fueron cultivados cerca de arroyos hace 6,500 afios (Smith, 1969).

2.2. CLASIFICACION BOTANICA:

- Nombre Cientifico: Persea americana
- Familia: Lauraceae

- Género: Persea

- Especie: americana

- Nombres Vulgar: palto, aguacate (México)

2.3. DESCRIPCION

Arbol de aproximadamente 13 metros de altura, tronco recto, corto y corteza
rugosa. Posee hojas grandes hojas de 6 - 30 cm de largo, formando ramajes muy
abundantes. Sus flores son pequefas, arracimadas, blanco-verdosas, 1 - 3 cm
de ancho que permite posteriormente el desarrollo de frutos y nuevos brotes. El
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Fruto es comestible en forma de esfera o piriforme, la cidscara suele ser gruesa
de color variable: verde, amarillo o violeta que depende de la variedad de palto.
La pulpa es grasosa, amarillenta o verde; semilla Unica, dura, ovalada, oleosa
(Smith, 2013).

Los arboles de palto se adaptan segun el tipo de raza que sea (Téliz & Mora,
2007). En el caso de la raza Mexicana que posee una piel delicada, la semilla es
grande y por lo comun suelta en la cavidad, y deseable econémicamente ya que
sus frutos son pequeiios lo cual permite su transporte (Bergh & Ellstrand, 1986;
Knight, 1999). Esta raza posee grandes ventajas como la resistencia al frio, la
adaptandose a grandes alturas y alto porcentaje de aceite en el fruto (Bergh &
Ellstrand, 1986; Barrientos & Lépez, 2002; Knight, 1999).

La raza Guatemalteca produce frutos con calidad deseada en la agricultura
(Bergh & Elistrand, 1986). El fruto posee una cascara gruesa lo que facilita su
transporte, y su semilla es pequefia (Barrientos & Lopez, 2002). Estos frutos
poseen una mayor cantidad de tiempo de madurez. Adaptandose a elevaciones
altas y sobreviven a climas frios (Bergh & Ellstrand, 1986).Una de las razas que
se adapta a regiones tropicales con bajas alturas son las Antillanas (Bergh &
Ellstrand, 1986), y el portainjerto es mas tolerante a la salinidad y clorosis
(Barrientos Priego & Lopez Lépez, 2002).

2.4. USOS

El Palto se ha convertido en interés por sus multiples usos medicinales utilizando
hojas, cascaras, semillas y corteza, extraccion de aceites, los cuales se compara
con el aceite de oliva; también se utiliza como materia prima en la fabricacion de
diversos productos como: shampoo, cosméticos, cremas, aceites, peliculas

protectoras y limpiadoras de la piel (Smith, 2013).

La principal forma de utilizacion del Palto es el consumo de la fruta en fresco o
pulpa procesada en forma de guacamol, muy favorable en la dieta del ser
humano, posee un alto valor proteinico, y lo mas importante no contiene
colesterol. Indicado para diabéticos, por su capacidad de equilibrar el nivel de
azucar en la sangre. Sus grasas no favorecen la formacion de colesterol (Smith,
2013).



2.5. PRODUCCION MUNDIAL DE PALTO

Segun la Organizaciéon de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (2016), reporta una produccion mundial de 4.71 Mt de Palto, donde
el continente Americano destaca con la mayor produccioén (70.3 %), seguido por
Africa (15.2 %) y Asia (10.9 %) México, los Estados Unidos y la Republica
Dominicana fueron los principales paises consumidores de aguacate. Los paises
con mayor consumo fueron México (17%), Estados Unidos (16%), Republica
Dominicana (10%), Indonesia (5%), Colombia (5%), Pert (4%), Brasil (3%),
China (3%), Kenia (3%) y Ruanda (3%). El resto de los paises representaron

cerca del 31% del consumo mundial.

De acuerdo a los reportes evaluados se observa aumentos en la produccion del
cultivo de Palto a lo largo de cinco afios (37 %), en comparacion a los resultados

obtenidos en el 2011, donde se reportaban 3.44 Mt de produccion de este cultivo.

2.6. REQUERIMIENTOS DEL CULTIVO

2.6.1. Suelo:

Las caracteristicas del suelo en comparacion con otros frutales, son mas
exigentes por lo que posee un sistema radical distinto, limitdndolo a adaptarse a
suelos dificiles, no posee pelos radicales, ni raices terciarias, tiene una raiz
facilmente quebradiza la cual absorbe agua y nutrientes Unicamente por la punta,
a través de células presentes en la zonas de crecimiento longitudinal. Ademas,
es apetecida por gran cantidad de hongos que viven en el suelo especialmente

en condiciones de alta humedad (Bison6 & Hernandez, 2008).

2.6.2. Clima:

Para variedades de altura en las plantas de Palto variedad Hass se requiere de

los siguientes factores (Bisoné & Hernandez, 2008):

A. Temperatura media anual.



La temperatura ideal que presenta las mejores condiciones para el cultivo de
Palto se encuentran entre los 18 y 25° C. Temperatura inferior a 17°C el fruto del

cultivo empieza a tener problemas de cuaje y a los 14° C presenta cero cuaje.

B. Altitud

En la variedad Hass las altitudes recomendables estan de 1200 a 1800 msnm.
Esta puede variar, dependiendo del microclima existente. En altitudes inferiores
a 1100 msnm el palto presenta limitaciones para su produccion y desarrollo, en
la variedad Hass, tales como: frutos de menor tamafo, mayor presencia de
plagas, enfermedades y mayor porcentaje de hongos que atacan la raiz, como
por ejemplo Phytophora. También existen zonas con altitudes de hasta 2500
msnm que por sus condiciones de clima favorables, permiten un adecuado

desarrollo y mejor produccién de la variedad Hass.

C. Humedad relativa

Mayor a 65% para mantener un buen cultivo, obteniendo produccién favorable.

D. Precipitacion media anual

Precipitacion no mayor a 1500 mm bien distribuidos durante todo el afio (puede

variar dependiendo de la zona), es la mas aceptable.

E. Viento

Debe ser moderado, este factor favorece la caida de flores y frutos y también el
desarrollo de hongos debido a las heridas causadas. Los vientos excesivos
limitan un adecuado crecimiento, al dafar los nuevos brotes y causar fuertes
heridas en el follaje. En caso de presentarse estos vientos, es importante colocar
barreras rompe vientos en la plantacion y alrededores desde su establecimiento,
con el fin de mitigar su efecto directo.



2.7. VARIEDAD:

Para el éxito de la explotacion de Palto es fundamental la seleccidén apropiada
de la variedad, tomandose en cuenta el rendimiento, la aceptacién del
consumidor, el mercado, el manejo adecuado post cosecha, entre otros. En el
cultivo de Palto existen variedades de gran importancia comercial, tanto para

zonas de altura media como para zonas altas, entre otras (Garbanzo, 2011).

En la presente investigacion se enfocaron aspectos relacionados con el palto de
variedad Hass, por poseer una mayor produccion y tener una gran cantidad de
areas cultivadas en el pais, debido a su mayor crecimiento comercial tanto a nivel

de mercado interno como en muchos paises Europeos.

2.7.1. Variedad Hass

Esta variedad tiene gran importancia en el Peru y el mundo debido a su mayor
produccion y calidad. Puede producir abundantes cosechas sin necesidad de
variedades polinizadoras. El fruto puede permanecer en el arbol por cierto
tiempo, una vez que se ha obtenido su madurez fisiologica; sin embargo, es
Importante no excederse para no causar problemas en la siguiente cosecha,

evitando el agotamiento del arbol. (Garbanzo, 2011).

El arbol de la variedad Hass para obtener una mayor produccion y mejor cultivo
es aconsejable su plantacién en zonas libres de heladas. Evitando regiones con
vientos calurosos, pues deshidratan tanto las flores como los brotes joévenes.
Diciembre a marzo es la época de floracién, la cosecha de noviembre a abril y

de julio a septiembre (Garbanzo, 2011).

Buen nivel de productividad.
Fruto oval periforme.

Tamafio medio, de 200 a 300 gramos de peso.

D N N NI N

Calidad excelente, Piel gruesa (resistente al transporte), rugosa, que se

pela con facilidad.

<\

Fruto maduro color violeta oscuro.

v" La pulpa no tiene fibra.
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v' Contenido de aceite de 18 a 22%, el fruto permanece temporalmente en

el arbol, después de madurar sin pérdida de calidad.

2.8. PRINCIPALES ENFERMEDADES DEL PALTO

2.8.1. Pudricion de laraiz o tristeza del palto (Phytophthora cinnamomi
Rands)

Enfermedad con mas importancia a nivel mundial. En el valle de Chaparra se ha
convertido en el principal problema de los agricultores causando dafos
importantes, tanto por disminucién en el rendimiento, como también por la
muerte de plantas y en algunos casos de huertas enteras. El ingreso de esta
enfermedad al valle de Chaparra se produjo entre los afios 1993 y 1994,
mediante la instalacion de huertas con plantones infectados provenientes de

viveros del centro del pais (Lahav & Lavi, 2007).

2.8.2. Muerte descendente de ramas (Lasidioplodia theobromae)

Esta enfermedad es favorecida por el exceso de humedad y la existencia de
plantaciones muy densas, que crean microclimas favorables para el desarrollo y
la produccion del hongo. Es una enfermedad muy frecuente en el valle de
Chéaparra y su contagio es muy facil y rapido debido a que las esporas de este
hongo pueden proliferar a través de la ropa las personas, también con el uso de
herramientas y equipos de trabajo; con el paso de animales y vehiculos, el viento,
el agua. Por lo tanto, puede diseminarse con el traslado de plantas enfermas,
rastrojos, movimiento de suelos, insectos, entre otros medios (Lahav & Lavi,
2007).

2.8.3. Fumagina (Capnodium sp)

Esta enfermedad se presenta en lugares con mucha humedad o en huertos
sombreados. Forma una capa de color negro opaco, esta se desarrolla sobre las
secreciones de insectos como queresas y mosca blanca. La capa oscura
formada reduce la asimilacion de la luz por parte del follaje y cuando se presenta

en los frutos afecta su apariencia (Lahav & Lavi, 2007).
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2.9. PROPAGACION DEL PALTO

Muchos estudios realizados determinaron que la propagacion vegetativa del
Palto es dificil; existen diferencias en la capacidad de enraizamiento debido a su
genotipo o a la edad ontogenética del material vegetal (Ben Yaacov, 1987;
Kohne, 1992; Barcel6é & Pliego, 2003).

El método mas apropiado para reproducir los cultivares de interés comercial es
la propagacion por injerto (Moreno et al., 2010), debido a que se espera que los
arboles tengan un alto rendimiento y sean uniformes en la calidad, forma y
tamafio de los frutos (Barrientos et al., 2007), la propagacion resulta costoso y
consume mucho tiempo (Brokaw, 1987). Por lo que se deben realizar métodos
de propagacion deseables para el cultivo de palto obteniendo un mayor nimero

de plantas existentes y de buena calidad (Barcelé & Pliego, 2003).

2.10. PROPAGACION DE PALTO MEDIANTE CULTIVO DE TEJIDOS
VEGETALES

Una de las técnicas mas importantes en la biotecnologia vegetal es el cultivo in
vitro de plantas, comunmente llamado -cultivo de tejidos vegetales o
micropropagacion, lo cual permite obtener una tecnologia para la produccion
agricola, el fitomejoramiento, modificacion de plantas, produccién de metabolitos
vegetales, la manipulacion genética y la rapida propagacién clonal de plantas en
un menor tiempo, requiere de poca mano de obra, espacios reducidos y también

ambientes equipados (Kumar & Loh, 2012; De Filippis, 2014).

Principales ventajas de la propagacion in vitro sobre los métodos tradicionales
de propagacion clonal se diferencia: a) Producciéon de un gran nimero de plantas
a partir de una parte del vegetal (explante) en un corto tiempo y espacio reducido
debidamente equipado, b) Necesidad de pequeiios fragmentos del tejido vegetal
para iniciar el cultivo in vitro, ¢) El porcentaje de propagacion in vitro es mayor
que los métodos de propagacion convencional, d) Se aplica en especies donde
la propagacion vegetativa es dificil o imposible su multiplicacion, e) La etapa de
multiplicacion se puede realizar en cualquier época del afio sin presentar ningun

inconveniente, f) Permite la conservacién del germoplasma, teniendo plantas
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libres de virus u otras enfermedades g) Las plantas in vitro se mantienen libres
de infestaciones de microorganismos, h) La produccion in vitro pueden estar
almacenas en bajas temperaturas en temporadas de baja demanda en el
mercado i) En las plantas propagadas in vitro se pueden adquirir nuevos rasgos

deseables del cultivo (Bhojwani & Dantu, 2013).

También existen desventajas, tales como: a) Se requiere de un personal
capacitado. b) Requiere de infraestructura y equipamiento especiales,
generando costos un poco elevados. c) La obtencién de productos quimicos es
costosa y dificil especialmente en paises con pocos recursos econémicos, d)
Para la instalacién de laboratorios “in vitro” tiene que existir un fluido eléctrico
gue no presente interrupciones periddicas de éste, porque genera pérdidas en

los cultivos (Rodriguez et al., 1999).

2.11. ETAPAS DE LA MICROPROPAGACION

Proceso que cuenta con cinco etapas, cada una con sus requerimientos y
factores que afectan el proceso (Bhojwani & Dantu, 2013). Etapa O: es la etapa
de preparacion para seleccionar los explantes de mejor calidad; Etapa 1: medios
de cultivo asépticos; Etapa 2: multiplicacion en donde se propaga el material
vegetal para obtener un gran nimero de plantulas; Etapa 3: enraizamiento; Etapa

4: aclimatacion de plantulas.

2.12. MICROPROPAGACION DE PALTO

El Palto es una planta lefiosa, la capacidad de morfogénesis es mas baja en
plantas adultas que juveniles (Pliego Alfaro & Murashige, 1987; Read &
Bavougian, 2013), Para tener éxito en la micropropagacion es mejor que se

desarrolle con explantes de plantas jovenes (Barcelé & Pliego, 2003).

2.13. FACTORES QUE AFECTAN EL CULTIVO DE TEJIDOS

2.13.1. Explante

13



El explante es un fragmento de tejido vegetal que se introduce en el medio de
cultivo nutritivo. Para la seleccidn del explante se tiene que tener en cuenta cierta
factores que son: 1) la edad de las plantas madres, 2) la temporada en que se
obtuvo el explante, 3) el tamafio y grosor del explante, 4) la calidad de la planta
donadora (Planta madre), 5) genotipo (Smith, 2013).

Durante la fase de iniciacion de los cultivos el palto, puede presentar problemas
como alta contaminacion, baja tasa de germinacion y produccion de cultivos
también puede presentar produccién de exudados y oscurecimiento (Cooper,
1987) (Zirari & Lionakis, 1994).

2.13.2. Desinfeccion de explantes

Las Plantas madre tiene que tener un pretratamiento esta es la clave para el
éxito de establecimiento de los cultivos, las plantas donadoras pueden ser
desinfectadas con soluciones de bactericidas y fungicidas para disminuir la gran
cantidad microbiana (Cooper, 1987; Dalsaso & Guevara, 1988; Zirari & Lionakis,
1994).

Una vez obtenido el material vegetal de la planta madre, se lleva a cabo un
tratamiento de asepsia. El tratamiento dependerd de cuan limpio o sucio se
encuentre el material vegetal, si el material fue de campo o de una planta madre

previamente tratada antes de su recoleccion.

El protocolo establecido tiene que ser el que no genere dafos al explante. El
agente limpiador mas utilizado son las soluciones de hipoclorito de sodio (NaCIlO)
en diferentes concentraciones, también se le puede adicionar un agente
surfactante, Tween-20, este reduce la tension superficial del material mientras
se limpia (Kyte & Kleyn, 1996).

En algunos casos se pueden utilizar soluciones bactericidas fungicidas por hasta
20 min (Dalsaso & Guevara, 1988; Vidales, 2002; Cortés et al., 2011), sustituyen
el NaClIO por cloruro mercurico (0.15-1.0 %). De igual forma se reporta el uso de
antioxidantes, como acido ascorbico, acido citrico y PVP (polivinilpirrolidona),
para reducir la oxidacion de lo explantes, incorporandolos en el medio nutritivo

(Dalsaso & Guevara, 1988; Castro et al., 1995; Rodriguez et al., 1999), se usa
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etanol al 70 % por 5.0 minutos y después una solucién de blanqueador comercial

al 50 % (v/v) por 20 minutos.

2.13.3. Medio de cultivo

El cultivo de tejidos in vitro esta influenciado por la composicion quimica de los
medios nutritivos. Se ha determinado que utilizando las sustancias quimicas
necesarias (Factor quimico) y las condiciones apropiadas en los factores
ambientales que son importantes para su desarrollo y diferenciacién celular
(Factor fisico), se establecieron cultivos para casi todas las partes de una planta

en diversas especies vegetales (Villalobos & Thorpe, 1991).

Villalobos (1991), indica que para el crecimiento adecuado de las plantas se
necesita que las mismas tomen del suelo cantidades importantes de
macronutrientes entre los que se pueden mencionar: las sales de nitrégeno,
calcio, potasio, cobre, magnesio, fosforo, cobalto y molibdeno. Un medio de
cultivo macronutrientes y micronutrientes, carbohidratos especialmente
sacarosa, el cual sirve para reemplazar el carbono que la planta fija por medio
de la fotosintesis. Se sabe también que se obtienen mejores resultados al incluir
compuestos organicos en pequefias cantidades tales como lo son las vitaminas,

reguladores del crecimiento y aminoacidos.

2.14. COMPONENTES DEL MEDIO DE CULTIVO

Podemos mencionar los siguientes:

2.14.1. Agua:
La calidad del agua empleada es de vital importancia. Cuando se realiza trabajos
con cultivo de tejidos y células in vitro el agua a usar debe de tener la mayor

calidad posible (desionizada), debiendo estar entre 0.5 a 2 ms/ cms (Mroginski
et al., 2010).

2.14.2. Macro y Micronutrientes:
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En la preparacién de un medio de cultivo se deben incluir los macro elementos
(C,H,O,P, K/ N, S, Ca, yMg) y los micro elementos (B, Zn, Cu, Mo, Fe, Cl). El
Nitrogeno (N), se suministra nitrégeno en forma de nitrato y amonio, forma parte
de los aminoécidos, vitaminas, proteinas y acidos nucleicos; el Magnesio (Mg),
es parte de la molecula de clorofila y ribosomas; el Calcio (Ca), es un
constituyente de la pared celular, interviene en la respuesta del crecimiento de
la planta; el Fosforo (F), forma parte de las moléculas que almacenan y
transfieren la energia quimica de los &cidos nucleicos; el Potasio (K), es
importante para la actividad enzimatica r regulacion osmatica; el Azufre (S), se
necesita pequefias cantidades en la sintesis de algunos aminoacidos ;el Hierro
(Fe), forma parte de la ferrodoxina y nucleo del citocromo; el Molibdeno (Mo),
fundamental para la nitroreductasa; el Manganeso (Mn), induce la sintesis de
clorofila que se refiere a la formacién del O2 en la fotosintesis; el Boro (B),hace
parte de la sintesis de bases nitrogenadas y es necesario para el sostenimiento
de la actividad meristematica; el Cobre (Cu), esta ligado al proceso de
lignificacion y permite la oxidacion respiratoria; el Zinc (Zn), es requerido para la
oxidacion y la hidroxilacion de compuestos fendlicos; el Cobalto (Co), es un
componente de la vitamina Biz; el Cloro (Cl), es fundamental para las reacciones

que llevan a la transformacion del Oz en la fotosintesis (Mroginski et al., 2010).

2.14.3. Fuente de Carbono

La fotosintesis de las plantas da como producto los azlcares, proceso en donde
la planta convierte didxido de carbono y agua en carbohidratos con ayuda de la
clorofilay la luz. Las plantas que crecen in vitro no pueden realizar la fotosintesis
debido a la baja intensidad luminica por lo que no pueden fabricar el aztcar que
requieren, debido a esto es necesario adicionar al medio de cultivo, la sacarosa
(Mroginski et al., 2010).

2.14.4. Vitaminas

La vitamina mas utilizada es la Tiamina y se le considera un ingrediente esencial.
Otras vitaminas han demostrado tener un efecto positivo en el crecimiento in vitro

tales como: B2 (Riboflavina), Bs (acido nicotinico), Bs (Acido pantoténico), Be
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(Piridoxina), Be (acido fdlico), vitamina H (Biotina), vitamina E (a - tocoferol),
vitamina C (Acido ascorbico), con un rango de concentracién de 1-100 mg/l.
(Mroginski et al., 2010).

2.14.5. Reguladores de crecimiento

Los reguladores de crecimiento vegetal son las auxinas, las citoquininas y las
giberelinas como inductoras de crecimiento y el acido abscisico y el etileno, como
inhibidores del crecimiento. Las auxinas tienen la capacidad de regular el
crecimiento, la division celular y la diferenciacion de raices en los cultivos in vitro,
las méas utilizadas son el Acido Indol 3 Acetico, Acido a- Naftalenacético, Acido
2,4 Diclorofenoxiacético, Acido Indol Butirico, Acido p clorofenoxiacético y el
Acido Benzotiazol 2 oxiacético. El acido indol-3- acético o AlA, es una hormona
natural que se produce en los apices de los tallos, meristemos y hojas jovenes

de yemas terminales. (Mroginski et al., 2010)

Las citoquininas o citocininas promueven division celular, estos son derivados de
la adenina, las mas utilizadas son: BA (Bencil Adenina), KIN (Cinetina o 6-furfuril
aminopurina) son citoquininas sintéticas, Zea (Zeatina), 2-iP (N-isopentenil
adenina) son citoquininas naturales. Las citoquininas producen efectos
fisiologicos como division celular, regulacion de la morfogénesis, rompimiento de
la dominancia apical, retraso de la senescencia foliar, promocion de la
maduracion de los cloroplastos. Las citoquininas en interaccion con las auxinas,

regulan la diferenciacion in vitro. (Mroginski et al., 2010)

Las fitohormonas reguladoras de crecimiento son las giberelinas, la més utilizada
en los cultivos in vitro de vegetales es el acido giberélico AGs, conocida también
como acido giberélico. Esta fitohormona el GAz se usa para estimular la
elongacién de los tallos o la conversion de brotes a tallos, reduce la formacion
de raices in vitro (Paredes, 2009).

El acido abscisico es un inhibidor de crecimiento, el cual reprime la
embriogénesis somatica y reduce la frecuencia de anormalidades de desarrollo
como son formacion secundaria de embriones a partir de embriones somaticos
y la germinacién precoz. El etileno, interviene en procesos como: liberacion de

la dormancia, crecimiento y diferenciacion de brotes y raices (Paredes, 2009).
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2.14.6. Medios de soporte

El agar es un polisacarido constituido de algas marinas. Este debe der de buena
calidad, la concentracion usada varia de 0.6 a 1 % (de 6 a 10 g/l). El agar impuro
esta constituido por polisacaridos, aminoécidos, sales, azucar, los cuales son
lavados antes de ser utilizados. El agar es alcalino, liquido a temperatura de 80
°C y se solidifica a 40 °C. Existen gelificantes que son mas puros que el agar y
son el Gelrite y Phytagel, estos provienen de fermentaciones bacterianas los
cuales se usan en una concentracion de 0.2 % (2 g/l). Estos productos pueden
causar vitrificacién en algunas especies (Torres et al., 1996).

2.14.7. Carbdn activado

Es utilizado para eliminar sustancias toxicas producidas por el explante in vitro.
Se usa en concentraciones de 3 g/l. El producto debe ser bastante fino. Es
utilizado cuando ocurre el oscurecimiento in vitro, oxidacion del material vegetal,
decoloracion del medio de cultivo, o cuando se inhibe el crecimiento del tejido.
Absorbe productos provenientes del metabolismo, asi como sustancias
hormonales y vitaminas. En algunos casos es necesario aumentar la
concentracion de auxinas, en la presencia del carbdn activado. La pureza de este

producto es variable (Torres et al., 1996).

2.15. FACTORES FiSICOS DEL AMBIENTE EN LOS CULTIVOS

Dentro de los factores mas importantes del ambiente en los cultivos, tenemos lo
que es la luz y la temperatura. No se tocara la humedad relativa, ya que a

menudo es cercana al 100 % en los recipientes de cultivo (Vidallie, 1986).

2.15.1. Necesidades de luz
La fotosintesis no es una actividad necesaria en los explantes cultivados. No
obstante segun algunas observaciones la fotosintesis no se suprime sino que

solo se reduce de manera considerable, esto es debido a la presencia de

azucares en el medio.
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Ademas, la luz es indispensable para regular ciertos procesos morfogenéticos,
como lo comprueban numerosos estudios (Vidallie, 1986). Algunos fracasos en
los cultivos de tejidos han sido causados por usar una intensidad de luz excesiva,

del orden de la que se utiliza en los fitotrones; 50 W/m?, o sea, unos 10,000 lux.

Por lo general, en las salas de cultivos de tejidos, las intensidades luminosas
varian de 5 a 25 W/mz2 (1,000 a 5,000 lux) con uso muy comun de 10 a 15 W/m2,
A menudo, en la fase 3 de la multiplicacion vegetativa, se tiende a aumentar la
intensidad luminosa para “fortalecer” y preparar a las plantulas que van a ser
trasladadas al invernadero (Vidallie, 1986). B Periodo de Illuminacién En
apariencia, no hay muchos datos relacionados con la influencia eventual del
periodo de iluminacion en la morfogénesis de los tejidos (sobre todo si ésta actia
en forma analoga a la fotoperiodicidad en plantas completas). Lo mas importante
es la cantidad de energia luminosa recibida (intensidad por periodo de

iluminacion) en la mayoria de los casos.

2.15.2. Fotoperiodo

Existen distintos modos en que influye el fotoperiodo en las plantas:

a) Regulando la cantidad de energia radiante interceptada. El crecimiento de las
plantas depende de la actividad fotosintética y es proporcional al tiempo de la

longitud de exposicidn de luz natural o luz artificial.

b) A través de mecanismos controladores por medio del cual las plantas son
capaces de reconocer cambios en el medio ambiente. Por este proposito, las
plantas son capaces de realizar cambios con relacién a la duracion de luz de

cada dia (fotoperiodo) (George, 1993).

2.16. INDUCCION DE BROTES

En la induccion de brotes in vitro de Palto la hormona reguladora de crecimiento
mas utilizada es la bencilaminopurina niveles de concentracién de 0.1 a 6.0 mg/I
(Campos & Pais, 1996; De la Viia et al., 2001; Zulfigar et al., 2009) o en

combinacion con &cido indol-3-butirico AIB en concentraciones de 0.1 a 1.0 mg/I
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(Cob et al., 2010; Corté et al., 2011), acido 1l-naftalenacético ANA (0.5 uM)
(Barringer et al., 1996), acido giberélico AGs (0.5-2.0 mg/l) (Rodriguez et al.,
1999) o thidiazuron (TDZ) (0.22.0 mg/l) (Mohamed, 1993). Sin embargo en
algunos estudios realizados, Harty (1985) utiliza concentraciones de
aproximadamente 60 mg/l de bencilaminopurina BAP, cinetina o 2-
isopenteniladenina (2iP). Ademas los medios de cultivo se pueden adicionar con
antioxidantes, fungicidas o peptona, en el caso de antioxidantes en la presente
investigacién se utilizo el carbén activado, debido a investigaciones realizadas y
gue presentaron buenos resultados evitando la oxidacion de los explantes en los

medios nutritivos (Vidales, 2002).
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II. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia Agricola
de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional del Santa, en el distrito de

Nuevo Chimbote, departamento de Ancash, Peru.

3.1. Materiales

3.1.1. Material Bioldgico
El material que se utilizé en el presente trabajo de investigacién, fueron brotes
de Persea americana Var. Hass “Palta” obtenidas de la planta madre del fundo
de Moro. Para la seleccion de las ramas se tuvo en cuenta la edad, color, tamafio,
grosor, apariencia, de la planta madre, una vez obtenido el material vegetal se
colocaron en frascos y fueron trasladados al laboratorio de biotecnologia agricola

de la facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Del Santa.

Figura 1. Plantas madre del fundo de Moro.
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3.1.2. Instrumentos Estéril
Todo material de vidrio que se utilizd en el presente trabajo de investigacion fue
llevado a la estufa y autoclave por dos horas para su completa esterilizacion.

Figura 2. Materiales esterilizados en la camara de flujo laminar.

3.2. Meétodos

3.2.1. Medio de cultivo

Para la preparacion del medio de cultivo se utiliz6 el medio MS descrito por
Murashige y Skoog (1962) completo, suplementado con sacarosa 20 gr/l, agar
bacteriologico 10 gr/l, carbon activado al 1% y reguladores de crecimiento
Bencilaminopurina (BAP) en concentraciones (0.0, 0.5, 1.5, 3.0 mg/l) y Acido
Giberélico (AGs) en concentraciones (0.0, 0.5, 1.5, 3.0 mg/l), y como recipiente
viales (frascos de penicilina vacios) de aproximadamente 6 cm. (Tabla 1). Se
prepararon 50ml de medio de cultivo para cada tratamiento, en matraces
previamente esterilizados, el pH del medio se ajustd a 5.7 ya que permite que el
explante no se fenolice, se dispensaron 2.5ml del medio por vial, previamente
rotulada. Posteriormente fueron autoclavados durante 30 minutos con una

presion de 1.1 kg/cm? y temperatura de 121 °C, (Figura 3).
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Figura 3. Preparacion de medio de cultivo antes de adicionar las diferentes

concentraciones de los reguladores de crecimiento.

Figura 4. Dispensacién del medio de cultivo en cada vial.
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Tabla 1. Tratamientos utilizados para evaluar la induccion de brotes en yemas

axilares de palto (Persea americana Var Hass).

Tratamiento  BAP (mg/l)  AG3 (mg/l)

blanco 0 0

(testigo)
1 0.5 0.5
2 0.5 1.0
3 0.5 15
4 15 0.5
5 15 1.0
6 15 15
7 3.0 0.5
8 3.0 1.0
9 3.0 15

BAP=Bencilaminopurina
AG3=Acido giberélico

3.2.2. Seleccion del material vegetal

Para la obtencion de explantes, se eligieron las plantas con tallos vigorosos que
presentaron las mejores yemas, ya que son las mas apropiadas para la
micropropagacion. Se realizaron cortes de los tallos de aproximadamente 3cm

de longitud conteniendo una yema cada uno.

Figura 5. Corte de los segmentos nodales de las
ramas.
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3.2.3. Desinfeccion del material vegetal

Los explantes cortados se colocaron en recipientes de plastico y se agrego
detergente (bolivar) 1% durante 5 minutos, seguido de tres lavados con agua
destilada estéril, luego fueron llevados a la cAmara de flujo laminar, previamente

desinfectada minutos antes de iniciar el trabajo con alcohol al 70 %.

En la camara de flujo laminar, se colocaron los explantes en un frasco estéril con
alcohol al 70% por dos minutos con dos lavados posteriores con agua destilada
estéril. Para finalizar la esterilizacién se uso hipoclorito de sodio al 2% por tres
minutos, debido a que mayores concentraciones y tiempos producen la oxidacién

del explante.

Por udltimo, se elimind el residuo de hipoclorito de sodio realizando 3 enjuagues

con agua destilada estéril.

Figura 6. Lavado de explantes con detergente

realizando enjuagues con agua destila estéril.
3.2.4. Siembra

En la cAmara de flujo laminar, se procedio a la siembra en viales con medio de

cultivo MS, rotuladas y llevadas al area de incubacion.
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Figura 7. Siembra de segmentos nodales de Persea americana Var

Hass en viales.

3.2.5. Incubacién
Los explantes sembrados fueron llevados al area de incubacion con un
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad con una temperatura de 25°C,

lugar donde se mantuvo por un periodo de 60 dias.

Se realiz6 una visita semanal al area de incubacion para comprobar si la

contaminacion y/o oxidacion afectaron el proceso de desarrollo del explante.
3.2.6. Disefio Experimental

El ensayo se realiz6 bajo un Disefio Experimental Completamente al azar con 10

tratamientos, 10 repeticiones y un total de 100 unidades experimentales.

Para determinar la significancia estadistica de los datos, brotes y nimero de
hojas por plantulas de Persea americana Var. Hass, se usaron la prueba de
andlisis de Varianza (ANOVA) y para determinar la diferencia entre los
tratamientos se utilizé la prueba de DUNCAN, con un nivel de significancia de

0.05 %, empleando el software SPSS.
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3.2.7. Descripcion de unidades experimentales

Se utilizaron como unidades experimentales frascos conteniendo 2.5 ml de
medio nutritvo MS (Murashigue & Skoog), el cual incluia reguladores de
crecimiento, asi como una dosis de antioxidante y un explante que tenia una

yema por cada unidad.

3.2.8. Variable respuesta

e Porcentaje de explantes verdes (vivos)

Determind el porcentaje de explantes que no se contaminaron y/o oxidaron,
relacionandolo con el total de unidades experimentales con que se inicié
cada uno de los tratamientos. Se realizO observando cada unidad
experimental.

e Porcentaje de brotes obtenidos

Las lecturas se llevaron a cabo cada semana después de la siembra. Se
contd6 el numero de unidades experimentales que respondieron a la
brotacion, relacionandolo con el nimero total de unidades experimentales

sembradas.

e Numero de hojas por brote
La lectura se llevo a cabo a las 4 semanas después de la siembra. Se evalu6

realizando un conteo de forma visual en cada unidad experimental.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA DE EXPLANTES A LA
OXIDACION Y CONTAMINACION POR MICROORGANISMOS.

La oxidacion que se observé durante esta prueba no fue significativa,
iniciandose en donde se habian realizado el corte, tornandose el explante de
un color verde a café obscuro, debido a la proliferacion de fenoles,
contrarrestandose en gran parte con el carbén activado (1%), para evitar asi
su oxidacion. Calderon E. (2000) comenta que los explantes de especies
lefiosas como el del palto son expuestas a la oxidacion, lo que no permite que

haya desarrollo y crecimiento de los brotes en el cultivo in vitro.

De los tratamientos que presentaron mayor porcentaje de oxidacion al 20 %
fueron: T1 (0.5 mg/I't de BAP + 0.5 mg/I* de AG3), T4 (1.5 mg/I'* de BAP +
0.5 mg/I'* de AG3), T8 (3.0 mg/I'*t de BAP y 0.5 mg/I'* de AG3)

Por el contrario, los tratamientos que no presentaron oxidacién fueron: T5 (1.5
mg/l de BAP y 1.0 mg/l de AG3), T7 (3.0 mg/l de BAP y 0.5 mg/l de AG3), T9
(3.0 mg/l de BAP y 1.5 mg/l de AG3).

Los tratamientos restantes como: T2, T3y T6 presentaron 10 % de oxidacion,
la cual pudo observarse al momento de realizar la lectura a los 30 dias de
inoculados los segmentos nodales.

Esto debido a que a mayor tiempo de demora en la siembra el segmento nodal
tiende a fenolizarse, y asi evita seguidamente la brotacion de la misma. Como
pudo observarse en esta investigacion, la concentracion de ciertos
componentes contenidos en el medio de cultivo puede influir en la oxidacion
de los segmentos nodales.

Otro punto a tener en cuenta es la contaminacion, esto se debio al cuidado en
la siembra y en el area de incubacion donde permanecieron los medios de
cultivo, ya que es de gran importancia que el area de siembra y el de

incubacion sea aséptica.
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El principal método de regeneracion de plantas in vitro en especies lefiosas lo
constituye al sembrar via organogénesis, como el cultivo de yemas axilares
presentes en los segmentos nodales de las ramas. Sin embargo, la iniciacion
in vitro de cualquier especie es afectado por la presencia de contaminantes
ya sea por bacterias, hongos o ambos, asi como también por la oxidacion

fendlica de los explantes (Hernandez & Gonzalez, 2010).

La mayoria de autores, han confirmado este problema en la induccion de
segmentos nodales in vitro utilizando como donantes plantas adultas de
Persea americana. y para solucionar estas afectaciones han realizado
investigaciones con respecto al tipo de explante (Rivero et al., 2001), a las
diferentes metodologias de desinfeccidn superficial (Ramirez Villalobos et al.,
2002) y al efecto de sombra que es sometida la planta donante antes de ser
llevado al laboratorio, para asi reducir la oxidacion fendlica en el medio de
cultivo (Velazquez et al., 2004). No obstante, los resultados no han sido del
todo eficaz. En la investigacion de Rivero et al. (2001) hubo un incremento en
la contaminacion por hongos y bacterias (82%) ya que los segmentos nodales

se encontraban mas distantes de la yema apical de la rama.

Cabe sefalar que en los resultados obtenidos no fue tan afectada por la
presencia de contaminantes como bacterias y hongos, donde su presencia
impiden el desarrollo de los explantes ya que se usoO alcohol al 70% e
hipoclorito de sodio al 2% por 3 minutos. Usando etanol al 70 % y una solucién
de hipoclorito de sodio (NaCIlO) 0.5% durante 30 miny 2 % por 3 min., Cooper

(1987) redujo de 70% de contaminacion en el cultivar Duke 7 a 16%.
En la tabla 2 se presentan de manera detallada los nUmeros y porcentajes de

explantes con oxidacion, asi como el porcentaje de sobrevivencia. (Borges
Garcia & Sosa Tabarez, 2008)
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Tabla 2. Resultados de sobrevivencia a la oxidacion de explantes de palto Persea americana var. Hass utilizando carbén activado

al 1 % a los 30 dias de la inoculacién en los medios.

BAP AG3 N° de N° de N° de Porcentaje de Porcentaje de
_ (mg/l)  (mg/l) explantes explantes explantes oxidaciony sobrevivencia
Tratamientos ) _ ) _ _ o
introducidos Vivos oxidados o0  contaminacion (%) (%)

contaminados

Blanco (testigo) 0 0 10 10 0 0 100
1 0.5 0.5 10 7 3 30 70
2 0.5 1.0 10 9 1 10 90
3 0.5 1.5 10 9 1 10 90
4 1.5 0.5 10 8 2 20 80
5 1.5 1.0 10 10 0 0 100
6 1.5 15 10 9 1 10 90
7 3.0 0.5 10 10 0 0 100
8 3.0 1.0 10 8 2 20 80
9 3.0 1.5 10 10 0 0 100
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Tabla 3 ANOVA sobrevivencia a la oxidacion de explantes de palto Persea
americana var. Hass utilizando carbén activado al 1 % a los 30 dias de la

inoculaciéon en los medios.

Sumade gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Tratamientos 1,000 9 111 1,250 275
Error 8,000 90 ,089
Experimental

Total 9,000 99

La Significancia p = 0,275 > 0,05, entonces los tratamientos no han generado
diferencia promedio significativo de sobrevivencia a la oxidacion de segmentos

nodales.

Debido a que so6lo se usé una concentracion para evitar la oxidacién que
consistido en 1 % de carbdn activado todos los tratamientos fueron similares en

lo que respecta a la sobrevivencia.

4.2. PORCENTAJE DE BROTACION

4.2.1. Brotacién obtenida a los 30 dias

Luego de 30 dias de inoculados los segmentos nodales, el mejor tratamiento
con un mayor porcentaje de brotacion fue el del tratamiento 7 (3.0 BAP+0.5
AG3) con un 100 % de brotacion, seguido de los tratamientos 1 (0.5BAP+0.5
AG3), Blanco (0.0 BAP+0.0 AG3) y 9 (3.0 BAP+1.5 AG3), los tres con un 70 %

de brotacion.

En la tabla 4 se presentan de forma detallada cada uno de los tratamientos asi
COmo sus respectivos porcentajes de brotacion y/o porcentajes de no brotacién,
en donde se pudo observar que en cuanto a la combinacién de las dosis de
giberelina y citoquinina utilizados para la induccién de brotes, el que mayor
porcentaje de brotacion fue el del tratamiento 7 (3.0 mg/l de BAP + 0.5 mg /I de
AG3), lo que se recomienda que el uso de &cido giberélico en bajas
concentraciones combinando con citoquininas, favorece de manera mas idénea
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la brotacion en segmentos nodales de palto Persea americana var. Hass. (Roca
& Mroginski, 1991)

Por el contrario, aplicaciones de BAP combinado con AG3 en altas
concentraciones hizo que la brotacion sea escasa o0 no hubo ninguna respuesta
como en el caso de los tratamientos 6 (1.5 BAP+1.5 AG3) donde el porcentaje
de brotacion fue de 10 %,el tratamiento 2(0.5 BAP+ 1.0 AG3) , el tratamiento 5
(1.5 BAP+1.0 AG3), el tratamiento 8 (3.0 BAP+1.0 AG3) que presentaron un 30
% de brotacién. (Aldelnour & Vicent, 1994)

Tabla 4 Respuesta del Palto Persea americana var. Hass a la induccién de

brotes a los 30 dias de haber sido inoculados.
o BAP AG3 N° de Explantes Explantes Porcentaje de Porcentaje
E (mg/l) (mg/l) explantes con sin Explantes de sin
g introducidos brotacion brotacion con brotacion brotacion
= (%) (%)
Blanco 0 0 10 6 4 60 40
(testigo)
1 0.5 0.5 10 5 5 50 50
2 0.5 1.0 10 3 7 30 70
3 0.5 1.5 10 4 6 40 60
4 1.5 0.5 10 4 6 40 60
5 15 1.0 10 3 7 30 70
6 15 15 10 1 9 10 90
7 3.0 0.5 10 7 3 70 30
8 3.0 1.0 10 3 7 30 70
9 3.0 15 10 5 5 50 50
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Tabla 5 ANOVA induccion de los brotes a los 30 dias de la inoculacion.

Sumade gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Tratamientos 8,090 9 ,899 2,192 ,030
Error 36,900 90 ,410
Experimental
Total 44,990 99

La Sig. p = 0,030 < 0,05, entonces los tratamientos han generado diferencia
promedio significativo en los brotes a los 30 dias de inoculacion. En
consecuencia, las diferencias se muestran en la siguiente Tabla 7.

Tabla 6 Prueba de comparaciones mdultiples mediante la prueba de Duncan

sobre la induccion de brotes a los 30 dias de la inoculacion.

Tratamientos N  Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3
6 1 10
0
2 1 30 30
0
5 1 30 30
0
3 1 40 40
0
4 1 40 40
0
8 1 40 40
0
9 1 50 50 50
0
0 1 80 80
0
1 1 80 80
0
7 1 1,10
0
Sig. 237 142 ,057
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Los promedios de brotes que son significativamente diferentes por efecto de los
tratamientos son los siguientes: #7e * Hro  Hre F M Hre F Fao

La prueba de Duncan (Tabla 6) nos permite observar que BAP con 3 mg/L! en
combinacion de 0.5 mg/L* de AG3 (Tratamiento 7) permiti6 un mayor
brotamiento a los 30 dias sembrados a comparacién de los otros tratamientos,
ya que el BAP es una citoquinina muy utilizado para inducir el brotamiento de
segmentos nodales en especies forestales debido a su efectividad, costos y

facilidad de manejo, previamente (Paredes, 2009).

Diversas investigaciones han demostrado los resultados convenientes del uso
de BAP y otras citoquininas en la multiplicacién in vitro de especies lefiosas, las
cuales coinciden con Dalsaso L (1988), al obtener resultados ideales en los
medios que contenian 3 mg /Lt de BAP, donde se hubo un mayor crecimiento y

desarrollo de brotes en lo que respecta explantes de palto.
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Tabla 7 Datos del nUmero de hojas por brote a los 30 dias de siembra.

TRATAMIENTOS BAP AG3 4 9 10 TOTAL PROMEDIO
Blanco TO 0 0 0 2 0 5 0.5
Tratamiento 1 0.5 0.5 2 0O O 9 0.9
Tratamiento 2 0.5 1.0 0 0O O 1 0.1
Tratamiento 3 0.5 15 0 0O O 4 0.4
Tratamiento 4 15 0.5 0 0O O 4 0.4
Tratamiento 5 15 1.0 0 0O O 1 0.1
Tratamiento 6 15 15 0 0O O 0 0
Tratamiento 7 3 0.5 3 3 0 18 1.8
Tratamiento 8 3 1.0 0 0O O 6 0.6
Tratamiento 9 3 15 1 0O O 5 0.5

En cuanto al nimero de hojas por brote, se realiz6 una evaluacion de cada
explante por tratamiento ,haciendo un conteo con respecto a la brotacién con el
fin de poder determinar cual de los tratamientos obtuvo mejores resultados por
explante, dando como resultado que el tratamiento con una combinacion de 3
mg/Lt de BAP y 0.5 mg/L ' de AGs (tratamiento 7) presenta un promedio de 1.8
hojas a diferencia de los tratamientos 2, 5y 6 en donde hay mayor concentracion
de AGs la cual no favorece la presencia de brotamiento y por lo consiguiente
hojas . En una investigacion Dalsaso et al., (1988) en concentraciones de BAP
Y AGs, encontraron que con el medio AGs los explantes presentaron una fuerte
oxidacion, mientras que en presencia de BAP un numero elevado de yemas
permanecieron verdes; la mejor respuesta fue de 2 mg /L -* de BAP y en escasa

presencia de AGs que permitio el desarrollo de la yema.
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En ensayos posteriores Smith, (2013) encontré que la combinacién de 2 mg/L?
de BAP y 0.5 mg/Ltde AGs permite un mayor desarrollo de brotacién a partir de
yemas de palto P.americana var. Hass provocando que presente el mayor

namero de hojas similar al del tratamiento obtenida en esta investigacion.

Tabla 8 ANOVA numero de hojas por brote de los diferentes tratamientos a los
30 dias de la siembra.

Sumade o] Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Tratamientos 25,610 9 2,846 4,6 ,000
65
Error 54,900 90 ,610
Experimental
Total 80,510 99

La Sig. p = 0,000 < 0,05, entonces los tratamientos han generado diferencia
promedio significativo en el nimero de hojas por brote de los diferentes
tratamientos a los 30 dias de la siembra, por lo tanto las diferencias se muestran

en la siguiente Tabla 9.

Tabla 9 Prueba de comparaciones mdultiples mediante la prueba de Duncan

sobre el total de hojas de los diferentes tratamientos a los 30 dias de la siembra.

Tratamientos N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3

6 10 ,00

2 10 ,10 ,10

5 10 ,10 ,10

3 10 ,40 ,40

4 10 ,40 ,40

9 10 ,50 ,50

8 10 ,60 ,60

0 10 ,90

1 10 ,90

7 10 1,80

Sig. ,144 ,052 1,000
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Los promedios del nUmero de hojas que son significativamente diferentes por
efecto de los tratamientos son los siguientes: #re * Hro  Hre * M1 Hre * Hrg
Hro # Mg Hpy 7 By

Si el interés es por el mayor nimero promedio de hojas, se recomienda el T7.

Las diferencias significativas para el nUmero de hojas de las plantulas nos
explican de manera precisa que las respuestas de los explantes frente a las
hormonas BAP y AGs, a diferentes concentraciones no son las mismas ya que,
las hormonas ejercen efectos diferentes de acuerdo a las concentraciones
utilizadas y el tratamiento que favorecié fue el T7 (3 mg/Lt BAP + 0.5 mg/L !
AG3) (Dalsaso & Guevara, 1988).

4.2.2. Brotacién obtenida a los 60 dias

En la tabla 10 se presenta cada uno de los tratamientos con sus respectivos
porcentajes de brotacion y/o porcentajes de no brotacion a los 60 dias de
incubacién , en donde se pudo observar , en cuanto a la combinacién tanto de
citoquininas y giberelina utilizados para la induccién de brotes en la investigacion,
la que mayor porcentaje de brotacion present6 fue la combinacion del tratamiento
7 con 100 % , lo que sugiere que el uso de acido giberélico en bajas
concentraciones combinando con citoquininas como es el BAP , promueve
eficazmente la brotacion y crecimiento de las yemas de palto Persea americana
var. Hass. (Roca & Mroginski, 1991)

Por el contrario, aplicaciones de BAP combinado con AGz en altas
concentraciones la brotacion fue baja como en el caso de los tratamientos 6 (1.5
BAP+1.5 AG3) donde el porcentaje de brotacion fue de 30 %, el tratamiento 5
(1.5 BAP+1.0 AG3) con 50 % y el tratamiento 8 (3.0 BAP+1.0 AG3) que
presentaron un 50 % de brotacion. Los demas tratamientos presentaron un

porcentaje de brotacién medio del 40 % (Aldelnour & Vicent, 1994)

Para la variable de brotes el mejor tratamiento fue el suplementado con 3 mg/L
BAP. Estos datos no concuerdan con el estudio que realizaron Mufioz et al.

(1999) donde observaron de 7 a 15 brotes por explante establecido como
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respuesta a las hormonas BAP y AGs. Estos investigadores también obtuvieron
elongacion en los tallos y formacion de hojas en porcentajes mayores al 50% lo
gue nos indica que estas fitohormonas son necesarias para la obtencion de

brotes.

Los datos de nuestra investigacion coinciden con los estudios Rodriguez et al.,
(1999) y Peixoto et al. (2010) quienes obtienen brotes multiples con la adicién de
BAP con un 85% de supervivencia. La fitohormona BAP induce la formacion de
callo en citricos siendo probada a distintas concentraciones. Las fitohormonas

BAP y AGs inducen el crecimiento de tejido vegetal en especies lefiosas.

Tabla 10 Respuesta del palto Persea americana var. Hass a la induccién de

brotes a los 60 dias de la inoculacion en medio MS.

BAP  AG3 N° de Explantes Explantes Explantes Explantes sin
Tratamientos (mg/l) (mg/l) explantes con sin con brotacion brotacion (%)
introducidos brotacién brotacion (%)
blanco 0 0 10 8 2 80 20
(testigo)
1 0.5 0.5 10 7 3 70 30
2 0.5 1.0 10 6 4 60 40
3 0.5 15 10 6 4 60 40
4 15 0.5 10 6 4 60 40
5 15 1.0 10 5 5 50 50
6 15 15 10 3 7 30 70
7 3.0 0.5 10 10 0 100 0
8 3.0 1.0 10 5 5 50 50
9 3.0 1.5 10 7 3 70 30
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Tabla 11 ANOVA Induccién de brotes a los 60 dias de la inoculacioén.

Sumade Gl Media F Sig.
cuadrado cuadratic
S a
Tratamientos 52,090 9 5,788 7,030 ,000
Error 74,100 90 ,823
Experimental
Total 126,190 99

La Sig. p = 0,000 < 0,05, entonces los tratamientos han generado diferencia
promedio significativo en los brotes a los 60 dias de inoculacién a lo largo de los
tratamientos. En consecuencia, las diferencias se simplifican en la Tabla 12.

Tabla 12 Prueba de comparaciones multiples mediante la prueba de Duncan

sobre la induccién de brotes a los 60 dias de la inoculacion.

Tratamientos N Subconjunto para alfa =
0.05
1 2 3

6 10 ,20

2 10 ,60

8 10 ,70 ,70

3 10 ,90 ,90

4 10 ,90 ,90

5 10 ,90 ,90

9 10 1,00 1,00

0 10 1,10 1,10

1 10 1,60

7 10 3,00

2}
©

060 057 1,000

Los promedios de brotes que son significativamente diferentes por efecto de los
tratamientos son los siguientes: #re * #r1 Hre F Hrr Hrp Tl Hrp g

Si el interés es por el mayor brote promedio, se remienda el T7
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Tabla 13 Datos del numero de hojas por brote de los diferentes tratamientos a
los 60 dias de ser inoculados en el medio MS.

BAP

AG3

Tratamiento 12 3 - 9 TOTAL PROMEDIO
Blanco (testigo) 0 0O 21 11201014 15 15
Tratamiento 1 0.5 05 85 8431700 36 3.6
Tratamiento 2 0.5 1.0 02 O 00 00 2 0.2
Tratamiento 3 0.5 15 102043601 17 1.7
Tratamiento 4 15 05 005 50 31 22 2.2
Tratamiento 5 1.5 10 060500400 15 1.5
Tratamiento 6 15 15 00 2 00 00 2 0.2
Tratamiento 7 3.0 05 873673457 54 5.4
Tratamiento 8 3.0 10 234300 00 12 1.2
Tratamiento 9 3.0 15 234205420 22 2.2

A los 60 dias hubo una variacién en el nimero de hojas a comparacion de los 30

dias que mayormente habia solo una brotacion por parte de los tratamientos.

Obteniendo los siguientes
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PROMEDIO DE NUMERO DE HOJAS POR TRATAMIENTO

® NUMERO DE HOJAS

N° de hojas

6
5
4
3
1

T7 T1 T4 T9 T3 TO T5 T8 T2 T6

Tratamientos
Figura 8. Promedio de hojas de la plantula en los tratamientos a los 60 dias de
haber sido introducido al medio in vitro de P. americana Var. Hass.

Tabla 14 ANOVA numero de hojas por brote de los diferentes tratamientos a
los 60 dias de ser introducidos en el medio de cultivo MS.

Sumade gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Tratamientos 275,800 9 30,644 8,7 ,000
22
Error 316,200 90 3,513
Experimental
Total 592,000 99

La tabla ANOVA divide la varianza de Numero de hojas en dos componentes: un
componente entre tratamientos y un componente de error experimental. La razon
F, es igual a 8.722, es el cociente entre tratamiento y el error experimental. Ya
que el valor-P es menor que 0.05 (nivel de significancia), existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias con respecto al nimero de hojas
entre los tratamientos de la investigacion, con un 95% de confianza (Tabla 14).

La Sig. p = 0,000 < 0,05, entonces los tratamientos han generado diferencia
promedio significativo en el nUmero de hojas por brote a los 60 dias de haber
sido sembradas. Por lo tanto, las diferencias se detallan en la siguiente Tabla 15.
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Tabla 15 Prueba de comparaciones multiples mediante la prueba de Duncan

sobre el numero de hojas por brote a los 60 dias de la siembra.

Tratamientos N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
6 10 ,40
2 10 1,30 1,30
8 10 1,30 1,30
5 10 1,50 1,50
4 10 1,70 1,70
0 10 1,90 1,90
3 10 1,90 1,90
9 10 2,20 2,20
1 10 3,00
7 10 6,80
Sig. ,069 ,087 1,000

Los promedios del numero de hojas que son significativamente diferentes por
efecto de los tratamientos son los siguientes:; #te * 1 Hre # Hro My Hi

La prueba Duncan (Tabla 15) para numero de hojas por plantula, arroja como
mejor tratamiento T7, produciendo una diferencia significativa frente al resto de
tratamientos, siendo el promedio de hojas por plantula de 5.4 hojas.

En lo que respecta al Tratamiento testigo que obtuvo el 80 % de brotacion, similar
al del tratamiento 7 la cual estuvo adicionado por hormonas de 3 mg/L -1 de BAP
Y 0.5 AG3 mg/L 1, que dio como resultado el 100 % de brotaciéon, Thomas
(2008), en sus investigaciones donde uso carbén activado en cultivo de tejidos
vegetales sin adicion de hormonas , observé que promueve el crecimiento y
desarrollo celular, siendo de gran importancia en la micropropagacion,
elongacion de tallos, desarrollo de hojas , etc., ademas tiene otros efectos como
la adsorcion irreversible de compuestos inhibitorios en el medio de cultivo, y
disminuyendo los metabolitos téxicos, exudacion fendlica y la acumulacion de
exudados que producen oscurecimiento en el medio de cultivo . Otro punto que
tomo en cuenta para dichos resultados es que las plantas poseen hormonas
endogenas la cuales permiten su desarrollo en presencia de un medio de cultivo
sin presencia de hormonas.

Asi como lo demostrado en los resultados en la investigacion
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e En las figuras se muestra la respuesta de los explantes de la variedad Hass a

los mejores tratamientos en la induccién
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Figura 10. Brotacion en Tratamiento 01
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Figura 11. Brotacioén en Tratamiento 07
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Figura 12. Mejores muestras de Tratamiento 07.
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Figura 13. Muestras de tratamiento 9.
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V. CONCLUSION

La combinacién de bencilaminopurina 3 mg/L ! y &cido giberélico 0.5 mg/L™*
presento los mejores resultados con un mayor porcentaje en el nUmero de brotes

en nudos de Palta Hass (Persea americana).

La combinacion de bencilaminopurina 3mg/L y &cido giberélico 0.5mg/L presentd
los mejores resultados con un mayor porcentaje en el nimero de hojas en nudos

de Palta Hass (Persea americana).

El tratamiento que presentd menor resultado favorable en cuanto a la brotacion
y en numero de hojas por brote para Persea americana Var. Hass,fue la

combinacion de 1.5 mg/L* de bencilaminopurina'y 1.5 mg/Lt de &cido giberélico.
La contaminacion que se presentdé al momento de propagar masivamente el

material, se debidé a que tanto los hongos como las bacterias se encontraban de

manera enddgena en los explantes dificultando asi su propagacion.
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VIl.  RECOMENDACIONES

La dosis de carbon activado al 1.0 % redujo de manera significativa en un 90 %
la oxidacién, por lo que en estudios futuros deberan realizarse pruebas con dosis

cercanas al 1.0 % para tratar de controlar en un 100 % la oxidacion de la palta.

Evaluar en investigaciones futuras otros medios de cultivo con el fin de

determinar si alguno podria ser mas efectivo que el MS.

Evaluar en investigaciones futuras otros antioxidantes aparte del carbon activado

para la reduccion de oxidacién en los medios de cultivo en las siembras in vitro.

Realizar estudios a nivel de laboratorio, basandose en los tratamientos que
presentaron los mejores resultados para la variedad Hass, evaluando asi rangos
mas cercanos a los valores obtenidos en la presente investigacion para poder

obtener mayor nimero de brotes.

Implementar el laboratorio de Biotecnologia Agricola en equipos y materiales y
mantenerlo asépticamente para evitar la contaminacion de los medios de cultivo

e incrementar el rendimiento de los mismos.
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ANEXOS



Anexo 1. Hormonas utilizadas para
preparacion del medio con diferentes
concentraciones de BAP Y AG3

Anexo 2. Pesado de agar y sacarosa para la preparacion del medio de cultivo.
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Anexo 3. Incubacién de los tratamientos con los segmentos nodales
introducidos en los medios de cultivo.

Anexo 4. Tratamientos: T3, T4, T5 con los segmentos nodales
introducidos en los medios de cultivo.
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Anexo 5. Tratamientos: Blanco, T8, T9 con los segmentos

nodales introducidos en los medios de cultivo.

Anexo 6. Tratamientos: T1, T2, T7 con los segmentos nodales

introducidos en los medios de cultivo.
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Anexo 8. Explantes a los 60 dias que no fueron expuestos a
tratamiento de BAP Y AG3.

Anexo 7. Tratamientos: T3, T4, T5 con los segmentos nodales introducidos

en los medios de cultivo.
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Anexo 9. Explantes a los 60 dias expuestos al T1 (0.5 BAP + 0.5 AG3)

Anexo 10. Explantes a los 60 dias al ser expuestos al
T2 (0.5 BAP + 1.0 AG3
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Anexo 11. Explantes a los 60 dias de ser expuestos al T3
(0.5 BAP + 1.5 AG3)

Anexo 12. Explantes a los 60 dias expuestos al T4 (1.5
BAP + 0.5 AG3)
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Anexo 13. Explantes a los 60 dias expuestos al T5 (1.5 BAP + 1.0
AG3)

Anexo 14. Explantes alos 60 dias expuestos al T6 (1.5 BAP
+ 1.5 AG3)
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Anexo 16. Explantes a los 60 dias expuestos al T8 (3.0 BAP + 1.0
AG3)
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Anexo 17. Explantes a los 60 dias expuestos al T9 (3.0 BAP + 1.5 AG3)

Anexo 18. Procedimiento de preparacion de las Hormonas:

A. BAP [1000 ppm]
e Pesar 0.05 g de BAP y disolverlo en gotas de NaOH 1N.
¢ Afadir 50 ml de H20 destilada (aforar).
e Colocar el contenido en un frasco hermético y oscuro (forrar con papel

alumnio).

B. AG3[1000 ppm]
e Pesar 0.05 g de AG3 y disolverlo en gotas de alcohol.
e Aforar a 50 ml de H20 destilada.

e Colocar el contenido en un frasco hermético y oscuro.
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Anexo 19. Conteo de hojas a los 60 dias expuestos a los diferentes tratamientos
de BAP Y AGs.

Tabla 01. Resultados de los explantes a los 60 dias expuestos a los diferentes
tratamientos de BAP Y AGs.

TRATAMIENTOS TOTAL DE N° DE PROMEDIO DE N° DE
HOJAS HOJAS
T0 15 15
T1 36 3.6
T2 2 0.2
T3 17 1.7
T4 22 2.2
TS5 15 15
T6 2 0.2
T7 54 5.4
T8 12 1.2
T9 22 2.2

Anexo 20. ANALISIS ESTADISTICO.

Tabla 02. Disefio experimental completamente al azar.

Repeticiones TO T1 T2 T3 T4 T5 T6
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Suma de todos los valores experimentales:
>=197

Valor N: Tratamientos por repeticiones
N=txr

N=10x 10

N =100

Nivel de significancia:

a=0.05

Varianza de tratamientos :

Tyy=>Yi?2_y?
ri N

Tyy = (15)%2+ 362+ 42+ 17?2 + 222 + 152+ 22+ 542 + 12? + 222 -(197?)
10 100

Tyy =6071 _ 38809
10 100

Tyy = 607.1 — 388.09

Tyy = 219.01

Suma de cuadrados de tratamientos:
Wyy =3 vij?_y?
N
Wyy = (15+36+2+ 17+ 22 + 15+ 2 + 554+ 12 + 22 ) - 197

100
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Wyy = 197 — 1.97

Wyy = 195.03

Restando Suma de cuadrados de tratamientos y Varianza de tratamientos:
Eyy = Wyy - Tyy
Eyy = 195.03 — 219.01

Eyy =-23.98

Media cuadratica de los tratamientos:
CMT = Tyy

t-1
CMT =219.01

9

CMT = 24.33
Media cuadratica del error
CME = Eyy

N-t
CME = -23.98

90
CME =- 0.26

Grado de libertad error:
N -t=100- 10 =90

Ftab = Fr, N-t, a Fcal = CMT/ CME
F tab = F 10, 90, 0.05 Fcal = 24.33/-0.26
Ftab = 1.938 Fcal =-93.58
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Anexo 18. Curva de Fisher

Se rechaza el Ho debido a que no se encuentra en la regién de aceptacion. Por
lo tanto, existe suficiente evidencia para decir que los tratamientos no son iguales
y corrobora los resultados obtenidos en donde el tratamiento 7 (3mg/L* de BAP
y 0.5 mg/L -t de AGs) es el que induce una mayor cantidad de brotes y formacién

de hojas.
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