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RESUMEN
El presente trabajo de investigacion se desarrolld entre diciembre del 2010 y junio del 2011
en el Laboratorio de Biotecnologia de la Escuela Profesional de Agronomia de la
Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa, con el objetivo de desarrollar la
propagacion in vitro de Alcachofa (Cynara scolymus L.) Var. Blanca de Tudela, utilizando
yemas vegetativas con el uso de reguladores de crecimiento (BAP, ANA y AIB),
desarrolldndose las fases de: Establecimiento, multiplicacién y enraizamiento-
aclimatacion; evaluandose en la fase de establecimiento el porcentaje de sobrevivencia de
las yemas las cuales fueron desinfestadas con Twin (jabén liquido desinfectante), etanol e
hipoclorito de sodio finalmente sembradas en medio MS, obteniéndose el 40% de yemas
sobrevivientes. La fase de multiplicacion comprendié dos sub fases: Concentracion
hormonal genérica (Fase 1) y la especifica con concentraciones aproximadas (Fase I1). En
la fase | se usé un Disefio de Bloques Completos al Azar con arreglo Factorial 4x4, se
empleo la prueba de Tuckey al 0,05; obteniéndose a los 28 dias el mejor tratamiento para
esta fase, con un promedio de 4,5 brotes por explante empleando una concentracion de 2,5
UM de Citoquinina; seguidamente se realizé la Fase Il de multiplicacion; en base a los
resultados de la Fase | de Multiplicacion se procedio a aplicar reguladores de crecimiento
con concentraciones cercanas con respecto a la mejor concentracién; resultando
nuevamente la concentracion 2,5 uM de Citoquinina la mejor concentracion para esta
segunda fase con un promedio de 4,69 brotes por explante, luego se volvié a colocar las
yemas en esta misma concentracion obteniéndose una tasa de multiplicacion de 1:5 brotes.
En la fase de enraizamientose probd dos ensayos: la combinacion de ANA con BAP y la
combinacion de AIB con BAP, previamente al analisis estadistico de las variables (altura
foliar, nimero de raices y longitud de raices) se determind el porcentaje de enraizamiento
en cada tratamiento. En el ensayo I, sélo los tratamientos: sin reguladores; 0,5 uM ANA,
0,5 uM ANA + 0,5 uM BAP,1,5 uM ANA + 1,0 uM BAP y 2,5 uM ANA enraizaron,
luego se realizd el Diserio de Bloques Completos al Azar, obteniéndose como el mejor
tratamiento para esta fase aquel sin reguladores. Para el caso del ensayo Il, solo los
tratamientos: sin reguladores,0,5 uM AIB, 0,5 uM AIB + 1,5 uM BAP,1,5 uM AIB y 2,5
MM AIB + 1,0 uM BAP enraizaron, luego se realizo el Disefio de Blogques Completos al
Azar, resultando el tratamiento sin reguladores el mejor medio para la fase de

enraizamiento. En la fase de aclimatacion se obtuvo 100% de sobrevivencia.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Las hortalizas son unas de las principales fuentes de carbohidratos, fibra y vitaminas que
posee en la actualidad el ser humano; dentro de estas hay una gran variedad, un ejemplo de
esto es la alcachofa, producto poco conocido en nuestro pais, pero de gran consumo en
Norteamérica y los paises occidentales de Europa, porque contiene inulina elemento que
provee energia, similar al azlcar, ademas es rico en vitamina A, calcio y fdsforo. Su
consumo es tan grande que muchas veces la oferta no alcanza a cubrir la demanda. La
exportacion de esta hortaliza por parte de los paises latinoamericanos ha sido poco
explotada, solamente Chile y Colombia lo han realizado en muy poca medida.

El cultivo de alcachofa es una buena alternativa para mejorar las condiciones de vida de los
agricultores por ser una actividad rentable basada en la agro exportacion y ademas
diversifica la oferta exportable de nuestro pais. Tradicionalmente es propagada por via
asexual o vegetativa (hijuelos, zuecas), aunque las variedades provenientes de California
que se siembran por semilla estan apareciendo en el mercado, sin embargo presenta
inconvenientes para el agricultor nacional, tales como precios muy altos, bajo porcentaje
de germinacion y variabilidad poblacional. La micropropagacion, ha sido poco explotada
en la propagacion vegetativa como recurso de produccion masiva de plantas de alcachofa,
esta técnica permite contar con el nimero de plantas de similares caracteristicas en corto
tiempo, generar plantas libres de patégenos, por lo tanto es objetivo de esta investigacion,
tratar de generar, en la medida de lo posible, informacién dentro de este campo, con el fin

de que sea util al agricultor nacional.
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HIPOTESIS
Es posible la propagacién in vitro de alcachofa (Cynara scolymus L.) Var. Blanca de
Tudela con la interaccion de reguladores de crecimiento (BAP, ANA y AIB), bajo

condiciones de laboratorio.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto se plantea los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL
1. Desarrollar la propagacion in vitro de alcachofa (Cynara scolymus L.) Var.
Blanca de Tudela con la interaccion de reguladores de crecimiento (BAP, ANA
y AlIB).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la respuesta de yemas en el establecimiento in vitro de alcachofa
(Cynara scolymusL.) Var. Blanca de Tudela.

2. Analizar la respuesta de la proliferacion de brotes enla interaccion de auxina
(ANA) y citoquinina (BAP) para la multiplicacion in vitro.

3. Determinar la tasa de multiplicacion en la mejor concentracion hormonal en
tres generaciones.

4. Evaluar la respuesta del enraizamiento in vitroen diferentes concentraciones de
auxinas(ANA y AIB)y citoguinina BAP y su respuesta en la fase de

aclimatacion de plantulas enraizadas.
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CAPITULO I

REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. CULTIVO DE ALCACHOFA

2.1.1. Generalidades
2.1.1.1. Etimologia
El nombre del género Cynara proviene del latin y significa ceniza, a causa del
color ceniciento de las hojas; el epiteto scolymus es voz griega con la cual se
designa a las plantas espinosas, ya que la alcachofa se parece a un cardo

(Fonnegra y Jiménez, 2007).

2.1.1.2. Historia de la alcachofa

El cultivo de la alcachofa es muy antiguo. Las primeras referencias estan en los
dibujos grabados en las tumbas egipcias. Los griegos y los romanos la comieron
en abundancia y siempre pensaron que era una planta que les aportaba
propiedades digestivas y afrodisiacas. En aquel tiempo de esta planta solamente
se comian los tallos. La primera referencia en la que aparece la alcachofa como

una hortaliza comestible es en el afio 1400 en Italia (Ortiz, 2001).

2.1.2. Clasificacion taxonomica
Reino : Vegetal
Division : Magnoliophyta
Clase . Magnoliopsida
Subclase . Asteridae
Orden : Asterales
Familia : Compositae
Género : Cynara
Especie: scolymus
Nombre cientifico: Cynara scolymus L.
Nombre Comun: Alcachofa
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2.1.3.

2.14.

2.15.

2.1.6.

Origen y distribucién
Originaria del Mediterraneo, Islas Canarias y Egipto. La alcachofa ya era conocida
por los antiguos egipcios, griegos y romanos, actualmente se cultiva en climas frios

como hortaliza (Fonnegra y Jiménez, 2007).

Es muy conocida en Europa y en América, se cultiva principalmente en California,

México y en los climas templados de los paises del cono sur (Casseres, 1980).

La actual alcachofa es una planta que procede de la alcachofera silvestre que es
natural del este de Africa. Posteriormente, se fue extendiendo su cultivo a lo largo de
todos los paises mediterraneos de occidente.A medida que, por procedimiento de
seleccidn, se iban obteniendo cada vez ejemplares mas productivos, con mas sabor
(la especie silvestre era muy amarga) y mejores propiedades alimentarias(Ortiz,
2001).

Sinénimos

Nombres comunes en algunos paises o idiomas: artischocke (aleman); alcachofa,
alcachofera, alcaci, alcacil, alcacilera, alcarcil, alcauci, alcaucil, alcaulera, arcacil,
cachofra, cardo alcachofero, morrillera, mortas (Espafa); artichaut (francés);
artichoke, french artichoke, garden artichoke, globe, globeartichoke (inglés); carciofo

(italiano); alcachofra (portugués) (Fonnegra y Jiménez, 2007).

Genética del cultivo

La alcachofa es una planta de polinizacién cruzada. Depende de los insectos para su
polinizacion. Este sistema de polinizacion de las flores al azar resulta en una
variacion genética potencialmente amplia y heterogénea.En este caso el empleo de
semilla para instalar nuevas plantaciones puede dar como resultado la produccion de

plantas de una variabilidad genética muy amplia (Ortiz, 2001).

La mejor forma de producir plantas que tengan consistencia en sus caracteristicas

genéticas es utilizando la propagacion vegetativa (Hurtado y Merino, 1988).

Cultivares o variedades (Garcilazo, 2010).
Desde hace muy poco tiempo casi todas las variedades cultivadas en el mundo tenian
una denominacion geogréfica, la de su lugar de origen: Blanca de Tudela, Violeta de

Provenza, Camus de Bretafia, Romanesco, Espinoso Sardo, Californiana etc. Adn
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siguen siendo estas con diferencia, las méas cultivadas.A partir del afio 2000 han
comenzado a utilizarse variedades propagadas por semilla, las de mas prometedor
futuro pertenecen al tipo Imperial Star, variedad desarrollada en California, Lorca y
A-106 en Espafia. Con las nuevas variedades de semilla se estan consiguiendo
producciones estivales de relativamente buena calidad.

En Espafa la variedad méas cultivada, casi la Gnica para mercado nacional, es la
Blanca de Tudela, de capitulo oval, mas bien pequefio, compacto y verde, que
ademas, es muy temprana; es capaz de estar produciendo todo el otofio e invierno,

cuando la alcachofa se comercializa en fresco para mercado interno.

2.1.6.1. Cultivares blancos (Cabezuela de color verde claro)
1 Getafe : Produce cabezuela de tamafio mediano

Blanca de Tudela : Variedad espafiola

Callosina : Espafiola

Madrilefias : Espafiola

A-101: Espaiiola

A-106: espafola sin espinas

A-107: Espaiiola sin espinas

AR-9903- (Lorca): Espafiola

Aranjuez : Esparfiola

Monquillina : Espafiola

Green Globe: EEUU sin espinas

Imperial Star: EEUU sin espinas

Emerald: EEUU sin espinas

Gruesa de Ledn o Paris : Francia

Gruesa de gran Bretafia : Francia

ZAA- 101: Israel sin espinas

Talpiot: Israel

Catanese : Italiana

Sanpedrino: Argentina

= =2 =/ =4 _SF-aF R = =0 _am==T =S =0 R-Sa S ——a=a_ =9

Gallego : Argentina



Propiedad Intelectual de la Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa

2.1.7. Descripcion botanica de la planta (Garcilazo, 2010)
2.1.7.1. Planta:
Planta vivaz, que puede considerarse como bianual y trianual, tallos erguidos,
gruesos, acanalados longitudinalmente y ramificados, con mas de un metro de
altura.La planta tiende a producir brotes, que parten de la corona principal,
dependiendo de la edad de la planta siendo de 12 0 mas en plantas de dos o0 méas

anos.

2.1.7.2. Hojas:
Largas, pubescentes, grandes de méas de un metro, en algunos casos las hojas son
recortadas grisaceas; verde en la cara superior y vellosas en el envés (algo
blanquecino) y conlébulos més o menos profundos segun el estado de desarrollo
y tipo de planta, con una nervadura central muy gruesa, muy pronunciada en la
base, terminando en forma acuminada, provista de espina en los bordes o en

algunos casos carentes de ellas.

2.1.7.3. La inflorescencia:
Inmadura que es la parte comestible de la planta, estd constituida por el
receptaculo carnoso insertado en el extremo del tallo.
Las bracteas pueden ser verdes totalmente o de colores violetas 0 moradas. La
inflorescencia sino se cosecha van a dar origen a una flor morada de 15 — 20
cm de didmetro.
Tiene inflorescencias laterales y terminales en el capitulo o cabezuela, siendo
estas las partes comestibles de la planta.
Estas cabezuelas sino se recolectan en estado tierno, se abren dando lugar a
numerosas flores azules provistas de gruesas escamas en la base, que luego se

vuelven espinosas Yy de bracteas oblongas.

2.1.7.4. Sistema radicular:
Extraordinariamente potente, que le permite adaptarse a una extensa gama de
suelos. Se inserta en un rizoma muy desarrollado, en el que se acumulan las
reservas alimenticias que elabora la planta. Con el tiempo se va formando a
nivel del cuello una especie de corona, de la que nacen los hijuelos. Se puede

utilizar parte para la propagacion via zuecas.
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2.1.8.

2.1.9.

Importancia del cultivo

La alcachofa en el Peri es una de las hortalizas que viene logrando un
posicionamiento progresivo dentro de los principales productos de nuestra canasta
agroexportadora, siendo los principales mercados de destino (principalmente para las
alcachofas en conserva) los Estados Unidos, Espafia, Francia y Alemania (Nicho y
Catacora, 2005).

Composicion 'y Usos

La parte utilizada es la inflorescencia en boton semiabierto formada por gruesas
bracteas insertas en un receptaculo carnoso. Las porciones basales de las bracteas y
el receptaculo forman la parte comestible de la alcachofa. También se usa en
diversosguisos y los receptaculos mismos se envasan en aceite 0 Vvinagre,

constituyendo el articulo “fondo de alcachofa” (Casseres, 1980).

Usos en medicina tradicional:Gracias a su contenido de vitaminas y hierro, la
alcachofa tomada con jugo de limon o de tomate, es considerada como un excelente
alimento medicinal para personas con diabetes, anemia y enfermos del higado
(Fonnegra y Jiménez, 2007).

CUADRO 1:
Valor nutritivo de una porcion comestible (100 g) de corazdn de alcachofa.
Compuestos Contenido Compuestos Contenido

Agua 86,50% Calcio 51 mg
Ceniza 189 Magnesio 10 mg
Calorias totales 40 Fdsforo 69 mg
Calorias de grasa 0 Potasio 310 mg
Carbohidratos 9949 Hierro 1,1 mg
Azlcares 1,09 Ac. Ascorbico (Vit. C) 8,0 mg
Proteinas 289 Tiamina (Vit. B1) 0,07 mg
Grasas 0,2¢g Riboflavina (Vit. B2) 0,04 mg
Fibra 344 Niacina 0,85 mg
Colesterol 0g Retinol (Vit. A) 150 mg

Fuente: Raobles, 2001
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2.1.10. Fenologia

Una fase fenoldgica viene a ser el periodo durante el cual aparecen, se transforman o
desaparecen los 6rganos de las plantas. También puede entenderse como el tiempo de

una manifestacion biologica (Yzarra, 2012).

La alcachofa es una planta que en un principio desarrolla rosetas de hojas aplastadas
sobre el suelo y tras haber sufrido la diferenciacion floral pasa a formar un tallo
florifero. Paralelamente con el crecimiento foliar de la planta se desarrolla un
importante sistema rizomatico en el que se produce la acumulacién de reservas y del
que nacen los hijuelos que serviran para multiplicar la planta.

El tallo se remata en una cabezuela, que es la de mayor tamafio y calidad de cuantas

se forman, y a continuacion, y como consecuencia de ramificaciones secundarias y

terciarias, se forman nuevas cabezuelas, de menor tamafio (Maroto, 2002).

CRECIMIENTO | ELONGACION | CABEZUELA 2 2
EMERGENCIA VEGETATIVO | DEL TALLO FLORAL FLORACION |FRUCTIFICACION
Aparicion de Después del El tallo se Momento en Las brécteas del Aparecen los
las primeras transplante las alargay que aparece capitulo se abren primeros frutos,
plantitas sobre la plantulas ramifica, se el primer lateralmente son de tipo aquenio.
superficie del empiezan a presenta erguido capitulo o y se hacen
suelo formar nuevas Yy vigoroso inflorescencia | visibles las flores
hojas en el extremo
superior del
tallo

Fuente: Yzarra, 2012
GRAFICO Ne 1:Fases fenolégicas de la alcachofa.

2.1.11. Requerimientos del cultivo

2.1.11.1. Requerimientos climéticos

Para el desarrollo de la planta, temperatura promedio mensual entre los 15y los

25°C es la mas favorable, con minimos promedios de 5°C y maxima de 30°C.

Sobre 28°C las cabezas tienden a abrirse, pierden color y maduran mas

rapidamente y se tornan menos carnosas y mas duras. El tiempo fresco y una

alta humedad relativa, caracteristicas de climas costefios en partes de Chile,
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Per( y California, son muy favorables para el desarrollo y buena calidad de la

inflorescencia comestible (Casseres, 1980).

Resiste clima frio, pero se da mejor en ambiente fresco, con periodos
brumosos, en donde produce méas temprano y las alcachofas mantienen
superior calidad. Las localidades que reciben la influencia del mar son las mas
favorecidas. En California, los grandes alcachofales se encuentran ubicados a

la vista del mar, o a poca distancia de este (Giaconi, 1994).

2.1.11.2. Requerimientos de suelo
La alcachofa se adapta a una amplia gama de suelos, pero los mejores
rendimientos y calidad se obtienen en suelos profundos, bien drenados y de
textura media. También se cultiva en suelos de textura arcillosa con algunas
deficiencias de drenaje. El cultivo se adapta bien en suelos de pH entre 6.4 y
6.8, siendo tolerable el rango de 5.6 a 8.4 (CIREN, 1988).

Es una planta sin exigencias muy marcadas, aunque en terrenos excesivamente
arenosos las producciones obtenidas son muy escasas. Soporta el exceso de
humedad del suelo y puede adaptarse a suelos con pH ligeramente alcalino. Es

una planta resistente a la salinidad (Maroto, 2002).

2.2. PROPAGACION
Aungue sea una planta vivaz, la alcachofa solo se conserva dos o tres afos, siendo

necesario que las plantaciones se renueven periodicamente (Noguera, 2004).

2.2.1. Propagacion por semilla
Es un hecho que la semilla, en su manejo mas simple, reproduce la especie, mas
no la variedad de la cual deriva. Ocurre que da origen a una gran diversidad de
tipos; los hay precoces, tardios e intermedios; plantas con espinas, tipo cardo,
junto a otras que son alcachofas de variadas caracteristicas, tantoen vegetacion,
forma y color de las hojas; forma, color, calidad, sabor, etc., de las cabezas
(Giaconi, 1994).

La semilla da origen a plantas muy variables, pocos productivas y con capitulos
espinosos, siendo necesario cuatro a cinco afos para que las plantas pierdan estos

caracteres poco deseables (Noguera, 2004).
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2.2.2.

2.2.3.

2.24.

Es un procedimiento poco utilizado tradicionalmente para el cultivo comercial,
pero en los ultimos han aparecido variedades de alcachofa cultivadas a partir de
semilla.Hasta hace poco tiempo se creia que las alcachofas producidas a partir de
cultivos de semilla eran de inferior calidad. Sin embargo, tras las mejoras
obtenidas, las alcachofas de semilla pueden ser de una calidad excelente, tanto en
aspecto externo como culinario, ademés de las ventajas que aporta su utilizacion.
Con el cultivo mediante semilla la cosecha es anual, lo que hace que este cultivo
sea mas atractivo a los agricultores.El empleo de semillas permite el incremento
de la densidad de plantacion en la produccion del 60 al 80% con respecto al
cultivo tradicional.Los frutos no tienen espinas y son mas resistentes al abrirse
cuando alcanzan la madurez productiva. El futuro de la alcachofa depende en gran
medida de la Mejora Genética, aunque las nuevas variedades de semillas pueden

contribuir a un importante cambio tecnolégico (Garcilazo, 2010).

Cuando las plantas tienen 4 ¢ 5 hojas se trasplantan, separandolas entre si 70 - 90
cm (Maroto, 2002).

Propagacion por hijuelos

Los hijuelos suelen tomarse entre febrero y marzo de las plantas madres,
seleccionando los mas vigorosos. Se recortan sus hojas y raices y se plantan en
viveros especiales, en lineas separadas entre si de 8 a 10cm. o también a campo
definitivo.Para el transplante se seleccionaran aquellos hijuelos que han
fructificado en el vivero. Este procedimiento proporciona plantaciones muy

homogéneas pero es muy costoso (Garcilazo, 2010).

Propagacion por esquejes, estacas o zuecas
Es el sistema mas empleado en el litoral mediterraneo (Espafia). Consiste en
tomar de los pies madres sus rizomas, pudiéndose obtener de cada pie madre 4 a 6

esquejes, que son plantados directamente a campo definitivo (Maroto, 2002).

Cultivo de meristemos
La multiplicacion in vitro permite obtener variedades tardias, vigorosas y
productivas, sin dafios en su plantacion, que compensan el mayor costo de la
planta (Garcilazo, 2010).
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2.3. CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES
El concepto de cultivo de tejidos o propagacion in vitro (del latin en vidrio) abarca tanto
el cultivo aséptico de tejidos como de células y érganos. Se le llama in vitro debido a
que se cultiva en recipientes de vidrio o plastico transparente. Esta técnica consiste en
cultivar un inéculo con potencialidad de diferenciacion bajo condiciones asépticas en
presencia de una dieta balanceada de nutrientes y hormonas. Esta capacidad de
regenerar no solamente tejidos y organos, sino también una planta entera,es Unica en
plantas, no puede encontrarse un fenomeno similar en animales superiores. Podemos
definir el cultivo de tejidos como un conjunto de técnicas con las cuales podemos
ejercer un control relativo sobre los procesos morfogenéticos, fisioldgicos y
bioquimicos que se llevan a cabo en los tejidos bajo estudio.Al igual que en otros
métodos de multiplicacion vegetativa o asexual, los individuos descendientes de una
planta madre propagada in vitro son clones, es decir son copias genéticamente idénticas
entre ellas e idénticas a la planta madre. En plantas propagadas por semilla
(propagacion sexual), la descendencia no es clonica ya que cada semilla tiene su propia
base genética que resulta de la mezcla de ambos progenitores, por lo tanto, cada

individuo es tnico (Abdelnour y Vincent, 1994).

Cuando el explante (material inicial en cultivo in vitro, que puede ser un pedacito de
tallo, hoja, yema o raiz) se coloca en un tubo de ensayo bajo las condiciones antes
descritas, producira pequefias plantitas, réplicas del progenitor. Producira un namero tan
alto de plantulas que se necesitard separarlas frecuentemente para que puedan
sobrevivir. El nuevo crecimiento es generalmente iniciado en tejido meristematico
(conjunto de celulas no diferenciadas para su Ultima funcién). Las células
meristematicas se encuentran localizadas en los &pices de los tallos y raices, en las
axilas de las hojas, en el cambium de tallos, en los margenes de las hojas y en callos,
asi, estas células dependiendo de su base genética y localizacion e influenciadas por la
luz, temperatura, hormonas y probablemente otros factores se diferencian en hojas,
tallos, raices y otros érganos y tejidos de una manera organizada (Abdelnour y Vincent,
1994).

En teoria cualquier parte de una planta puede dar origen a otra de iguales caracteristicas
segun sean las condiciones de crecimiento (luz, temperatura, nutrientes, sanidad, etc.).
Esto se debe a que muchas de las células de los tejidos vegetales ya maduros conservan
la potencialidad de multiplicarse, de diferenciarse y dar origen a diversas estructuras
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como tallos y raices; estos grupos celulares forman parte de meristemos primarios y
secundarios que pueden encontrarse en todos los 6rganos de las plantas, propiedad

conocida como totipotencia(Alvarez, 2011).
2.3.1. Tipos de crecimiento in vitro (Abdelnour y Vincent, 1994).

2.3.1.1. Crecimiento organizado
Se refiere al tipo de cultivo que se inicia con una parte organizada de la planta
en punta (&pices, hojas, brotes, semillas, etc.) y esa parte u érgano sigue
creciendo in vitro manteniendo sus caracteristicasestructurales. Se aplica
también cuando se desarrolla una estructura a partir de un tejido

desorganizado (organogénesis).

2.3.1.2. Crecimiento desorganizado
Este tipo de crecimiento se caracteriza porque a partir de fragmentos de
tejidos u 6rganos se produce un tejido sin estructura especifica que contiene
un namero limitado de algunos tipos de células especializadas encontradas en
una planta intacta. Un tejido desorganizado (o callo) puede crecer con
subcultivos y puede ser mantenido en medio solido o liquido durante varios
meses 0 afos. Puede ser usado para iniciar suspension de células y

protoplastos.

2.3.2. Términos para identificar los principales tipos de propagacién in
vitro(Abdelnour y Vincent, 1994).

2.3.2.1. Cultivo de 6rganos
Corresponde al cultivo de un o6rgano de la planta con el fin de propagar la
planta. Cultivo de meristemas o de apices, microestacas, cultivo de

embriones.

2.3.2.2. Callos
Corresponde a un conjunto de células procedentes de la desorganizacion de
un tejido o de una suspension de células. El callo tiene la peculiaridad de
presentar celulas no diferenciadas para su ultima funcién pero que conservan

el poder de dividirse (célula meristeméatica o embriogénica).
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2.3.2.3. Suspension de células
Las suspensiones celulares estan formadas por células libres y microagregado

de células en medio liquido en movimiento.

2.3.2.4. Cultivo de protoplastos
Es el cultivo de células sin pared pectoceluldsica. Es decir, células con los
componentes vivos rodeados solamente por la membrana citoplasmica.
Debido a la ausencia de pared celular los protoplastos son adecuados para
trabajos en manipulacion genética que no serian posibles con plantas o células
intactas, ademas son muy utilizados para estudios fisioldgicos, bioquimicos y

biofisicos.

2.3.2.5. Cultivo de anteras
Consiste en el cultivo de anteras con polen inmaduro, el polen se divide para
tomar embriones o callo. Cuando éstos se transfieren a los medios de
regeneracion se forman plantas. Por lo general el cultivo de anteras se utiliza
para la obtencién de plantas haploides. Estas se regeneran a traves de la
embriogénesis somatica a partir del polen, directamente o por la via de
organogénesis a partir de un callo. Algunas veces se cultiva el polen una vez

aislado de la antera y se le llama cultivo de polen o de microesporas.

2.3.3. Principales aplicaciones del cultivo de tejidos
El cultivo de tejidos puede utilizarse para diversos propésitos como son: la
micropropagacioén, la obtencion de plantas libres de virus y otros patégenos, el

mejoramiento genético y la conservacion de germoplasma.

2.3.3.1. Micropropagacion
La técnica de micropropagacion de plantas estd siendo empleada
eficientemente en muchos cultivos horticolas ornamentales y recientemente

en especies lefiosas (Rojas, Garciay Alarcon, 2004).

Debido a que la micropropagacion se refiere a un fendmeno de reproduccién
asexual, el riesgo de tener “variantes” fenotipicas 0 genéticas es bajo. Sin

embargo eso puede suceder cuando no se domina el proceso in vitro. Las
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plantas que vienen de un mismo meristema, apice o estaca son Ilamadas
“clones” (Abdelnour y Vincent, 1994).

2.3.3.2. Obtencion de plantas libres de virus

El cultivo de tejidos permite en muchos casos producir plantas libres de
patdgenos y de virus. En general la técnica consiste en aislar el meristemo de
plantas que fueron o no tratadas con termoterapia. Entre mas pequefio sea el
meristema inoculado mas éxito se tendré en la erradicacion del virus. Es
necesario establecer para cada tipo de virus y de planta unas pruebas
seroldgicas (Test Elisa) que permiten revelar de manera sencilla la presencia
del virus en la planta in vitro. Estas precauciones son indispensables para el
intercambio de materiales vegetales entre paises (Abdelnour y Vincent,
1994).

2.3.3.3. Mejoramiento geneético

La creacion de hibridos con las técnicas de hibridacion clasicas en el campo
puede ser dificil debido a problemas de esterilidad o incompatibilidad de
variedades. Algunas de las técnicas del cultivo de tejidos pueden ayudar y
facilitar la creacion de nuevas variedades. Un incremento de la variabilidad
natural puede ser logrado usando técnicas como: callogénesis, cultivo de
células y el cultivo de protoplastos, asociadas 0 no a técnicas de ingenieria
genética (Abdelnour y Vincent, 1994).

2.3.3.4. Conservacion de germoplasma
La conservacion de plantas es un componente integral de los sistemas de
agricultura sostenible y desde la perspectiva del mejoramiento de los cultivos
(Abdelnour y Vincent, 1994).

2.3.4. Factores que intervienen en el cultivo de tejido

2.3.4.1. El inoculo o explante
Es el 6rgano, tejido o fragmento de tejido, células, etc. Excisado del material
parental para iniciar el cultivo in vitro. La eleccion del explante adecuado
constituye el primer paso para el establecimiento de los cultivos, esto variara

de acuerdo al objetivo perseguido. En general, factores como el genotipo,
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edad de la planta y su estado fisiolégico son importantes de considerar
(Abdelnour y Vincent, 1994).

Dependera de la especie y del sitio de la planta, puede provenir de raices,
hojas, meristemos vegetativos o reproductivos, semillas, tallos, apices o
yemas laterales, inflorescencias jovenes, tejido ovular o embriones, anteras o
granos de polen, etc. En general los meristemos apicales, florales o las yemas
apicales son los mas usados como material vegetal de origen (Rojas, Garcia y
Alarcon, 2011).

2.3.4.2. Factores fisicos(Abdelnour y Vincent, 1994).

1 Ph: El grado de acidez o alcalinidad (pH) del medio de cultivo es
importante y especifico para cada tipo de plantas, al igual que ocurre en el
suelo, por lo que se hace necesario ajustarlo a los requerimientos de la
especie en estudio.

1 Intercambio gaseoso: Los gases mas corrientes son O, (oxigeno), CO,
(diéxido de carbono) y C,H, (etileno).

7 La humedad: En condiciones in vitro la humedad dentro de los recipientes
es casi 100%. Por eso la planta in vitro en general no desarrolla adecuados
sistemas de regulacion hidrica tales como cera, estomas, cuticula, etc.

1 La luz: En condiciones in vitro clasicas, la intensidad y la calidad de la luz
es muy bajo. La calidad de la luz tambiénes muy baja y se recomienda
mezclar diferentes tipos de luz en una misma sala para tener diferentes
longitudes de ondas. El espectro util para los vegetales es de 400 a 700
nanometros. Dos fenomenos importantes dependientes de la luz son:

fotosintesis y fotomorfogénesis:

o Fotosintesis: Es el proceso por medio del cual las plantas en
presencia de luz, agua y en los cloroplastos incorporan el didxido de
carbono para formar los compuestos organicos que le permitiran crecer

y reproducirse.

CO, + HO --------- > CARBOHIDRATOS + O,
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o Fotomorfogenesis: La luz es un factor importante en la
morfogénesis. La morfogénesis funciona con la presencia de pigmentos

suceptibles a radiacion azul y roja.
2.3.4.3. Factores quimicos (Abdelnour y Vincent, 1994).

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

filtros de papel miliporosos.

2.3.5. Importancia del cultivo de tejido

Hoy en dia esta técnica es de amplia aplicacion principalmente en la investigacion
del proceso de diferenciacion celular. La aplicacion del concepto puede ser
variable en términos de capacidad y de complejidad dependiendo de los objetivos
que se persigan es decir, se puede establecer un laboratorio de cultivos para
investigacion basica, para investigacion aplicada y desarrollo de tecnologias o
para produccion comercial de material vegetativo de una especie en particular
(Rojas, Garcia y Alarcon, 2004).

2.3.6. Ventajas del cultivo de tejidos(Delgado, 2012)

1 Altos coeficientes de propagacion: En la mayoria de los casos los sistemas de
multiplicacién actuales ofrecen elevadas tasas de propagacion, pudiéndose obtener
hasta un millén de plantas a partir de una sola en un periodo de 12 a 24 meses.
Estos permite la entrada réapida al mercado de nuevos clones o selecciones,
ahorrandose varios afios en comparacion con los metodos tradicionales.

1 Uniformidad en las plantas producidas: La micropropagacion es basicamente
una técnica de clonacion siendo posible producir poblaciones uniformes de plantas.

1 Elevadas producciones en espacios reducidos: Debido a que el sistema es llevado
a cabo en condiciones controladas del laboratorio, sin influencia de la estacion del
afio o el clima, y el material son brotes de plantas de reducidos tamafios; el nimero
de plantas que se producen por area es mucho mayor que en invernaderos o campo.

1 Mayor calidad del producto: EI valor del producto se incrementa como
consecuencia de la obtencién de plantas libres de enfermedades (bacterias, hongos

y virus).
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2.3.7. Cultivo in vitro de alcachofa

Vésquez C.y Alfaro V. (2009) Realizaron un trabajo de investigacion en
Huaral, utilizando el medio MS (Murashige y Skoog) y un tratamiento de
desinfestacion, las yemas fueron sumergidas en etanol al 70% por un minuto
seguidamente en hipoclorito de sodio al 2% por 12 minutos luego enjuagadas con
agua destilada estéril por 3 veces y sumergidas en acido ascérbico (400ppm) ,
utilizaron medio MS para establecimiento in vitro con ANA (Acido- naftalen-
acetico) (0,5 ppm) y BAP (Bencil-amino-purina) 0,2 ppm a condiciones de
oscuridad por 4 dias y a luz paulatinamente hasta los 3000 lux, posteriormente
para la fase de multiplicacion los brotes de 2 cm de altura se transfirieron a medio
MS con BAP (1ppm) Yy finalmente para la fase de enraizamiento utilizaron medio
MS suplementado con ANA (1 ppm) luego de 4 semanas las plantas fueron
traspasadas a un medio MS suplementado con IBA (1ppm) para proliferacion de

raices.

De Leon M. (2003)Evalud tres protocolos para conocer cual producia los mejores
resultados en cuatro variedades de alcachofa que fueron sujeto de estudio. Utiliz
un disefio de Bloques al Azar con arreglo Bifactorial de los tratamientos y realizd
la prueba de Duncan al 10% de significancia para las variables de respuesta,
numero de brotes por variedad, nimero de brotes por medio de cultivo y altura de
brotes por variedad. Para la fase de iniciacion usd un total de 160 semillas
distribuidas en 40 semillas de cada una de las siguientes variedades: Green Globe,
Imperial Star, Esmerald y Dash I11 las cuales fueron sembradas en medio MS para
la desinfeccion las semillas fueron lavadas con jabon antibacterial y agua
destilada y luego colocadas en un beacker por espacio de 24 horas, al dia siguiente
fueron desinfectadas con etanol al 70% durante 30 minutos e hipoclorito de sodio
al 5,25 % por espacio de 10 minutos.

Los medios usados para la fase de propagacion fueron: Ancora (1981), Deberg
(1986) vy el de Lauzer (1990) el mejor medio para la fase de propagacion fue el
utilizado por Deberg et al. Con una media de 3,4 brotes por explante para las 4
variedades.

Para la fase de enraizamiento utiliz6 4 niveles de ANA (2, 3,4y 5 mg /L) con los

cuales no se obtuvieron respuesta en cuanto a la formacién de raices.
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2.3.8.

Diaz L., Gidekel M., Kehr E. y Seguel 1. (1998) En Chile para la
implementacién de un sistema de propagacion utilizaron 31 ecotipos de alcachofa,
12 provenientes de Santiago (CRI La Platina) y 19 regionales (Carillanca, 1X
Region). Los materiales de la Region Metropolitana relativamente jovenes con
una edad de dos afios; en cambio la coleccion de Carillanca permanecié en campo
por un periodo superior a 9 afos.

Para la desinfestacion de los explantes utilizaron etanol, NaCl + twen 20 y HgCl
luego de esta etapa de desinfestacion procedieron a extraer meristemas que fueron
depositados en placas petri conteniendo medio de cultivo MS (Murashige y
Skoog) suplementado con reguladores de crecimiento a pH 5,7 incubados a
temperatura de 24 °C + 3 °C a 2000 lux. Para la fase de multiplicacion los
explantes inicialmente establecidos fueron seccionados y mantenidos por 4 a 6
semanas en medio MS suplementado con reguladores de crecimiento y 40 gr. por
litro de sacarosa, para la elongacion utilizaron el medio MS con distintas
concentraciones de reguladores de crecimiento y 30 gr. por litro de sacarosa, en la
fase de enraizamiento utilizaron medio MS suplementado con reguladores de
crecimiento, durante los primeros 8 dias los explantes fueron mantenidos bajo un

régimen de oscuridad y posteriormente expuestos a un periodo de 16 horas de luz.

Medio de cultivo

El éxito del cultivo in vitro depende, en gran parte, del medio de cultivo. Este es
uno de los factores mas importantes que controlan el crecimiento y la
morfogénesis de los tejidos vegetales en cultivo.

A través del tiempo, paralelo al desarrollo y perfeccionamiento de la técnica de
cultivo de tejidos, se han establecido diferentes medios de cultivo. Con esto se
definié la especificidad de los medios, hasta el extremo de que hoy en dia se
puede afirmar que cada género, inclusive diferentes explantes que provienen de la
misma planta, tienen diferentes requerimientos para crecer en optimas condiciones
(Berrios y Berthouly, 1987).

El medio de cultivo es el conjunto de elementos abi6ticos (fisicoquimicos) que
integran la sustancia nutritiva de diversa consistencia (sélida a liquida) que

suministrard anclaje, nutricion y la estimulacion del desarrollo al explante, se
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agrupan en medios solidos, semisélidos y liquidos(Rojas, Garcia y Alarcén,
2004).

Segin (Rojas, Garcia y Alarcon, 2004) y (Berrios y Berthouly, 1987) los
elementos necesarios para la preparacion del medio pueden variar en las etapas
que pasa el explante durante la micropropagacion y segln sea la técnica que se va
emplear, por eso existen diferentes formulas y deben ser ajustadas segun las
condiciones del laboratorio. La diferencia entre estas formulas esté en la cantidad
y concentracion de los elementos que lo conforman. Comercialmente se
consiguen ya elaborados. Un medio de cultivo en forma general esta compuesto
de:

9 Agua: La calidad del agua es muy importante en cultivo de tejidos, ya que
este es el componente que entra en mayor proporcién en el medio. Para mejor

control se debe usar agua destilada estéril.

9 Sales minerales: Estas sales se encargan de dar el soporte nutritivo de las
plantulas. Las sales contienen macro nutrientes (N, K, P, Ca, Mg, S) y
micronutrientes (Fe, Mn, Cu, Mo, B), que son requeridos por cualquier planta
para su desarrollo normal.

Una de las mezclas de sales mas usadas es la descrita por Murashigue y
Skoog.

1 Fuentes de energia: La mayoria de los cultivos in vitro son heterétrofos y
requieren de una fuente de carbohidratos para obtener la energia necesaria
para su crecimiento y desarrollo. La sacarosa es la principal fuente, aunque en
ciertos cultivos se usan otros azucares como la glucosa o la fructosa, sin
embargo estos son fuentes deficientes de carbohidratos. Los azlcares se
involucran en los procesos de diferenciacion celular, favorecen la formacion
de elementos vascularesy de la clorofila en los cultivos. Ademés tienen un
efecto sobre la organogénesis ya que una disminucién en la concentracion en
el medio favorece la restauracion de la capacidad organogenica de los
cultivos. Cuando se manipula con la concentracion de ésta puede retrasar el
crecimiento de los explantes al aumentarla actiia como inductor osmético, y al

disminuirla o suprimirla del todo, se limita la fuente artificial de carbono.
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1 Agentes solidificantes: Son sustancias que ayudan a crear un medio de
soporte de los tejidos u Grganos que vamos a sembrar, estas sustancias
reemplazan el suelo que es el sustrato natural, las mas empleadas son los
agares.De hecho los medios de cultivo se agrupan en solidos (consistencia
dura dada por el agar), semisolidos (con menos densidad por menos
concentracion del gelificante) y liquidos (no tienen agar). Este ultimo
suministra constante y uniformemente nutrientes al explante y no hay peligro
de acumulaciones tdxicas, es facil de monitorear, con los cuales es facil de
trabajar, forma mas rapidamente callo y es bueno para la regeneracién de
protoplastos. A nivel de escalamiento han sido modificados y son Ilamados

sistemas de inmersion temporal o bioreactores.

f Vitaminas: Son compuestos que normalmente la planta necesita para
completar su desarrollo, las vitaminas que mas incluyen en la preparacion de
medios son: Tiamina, Acido nicotinico, Piridoxina.

El Mioinositol, aunque es una sustancia de tipo carbohidrato, con frecuencia
se le considera una vitamina. No es imprescindible pero cuando se agrega

estimula el crecimiento.

1 Aminoéacidos: Esta fuente de nitrégeno organico, pueden ser necesaria en el
medio de cultivo. La caseina Hidrolizada, Glutamina, Asparagidina, Adenina,
son empleadas a menudo en la preparacion del medio.

Los aminoéacidos proveen a las células vegetales de nitrégeno inmediatamente
disponible, y su absorcion puede ser mucho mas rapida que la del nitrégeno
inorganico del mismo medio, pero su presencia en el medio de cultivo no

sustituye a este Gltimo.

1 Suplementos organicos: Estas complejas sustancias son dificiles de obtener,
pero la definicion de su concentracion es muy dificil debido a que se obtienen
directamente de la naturaleza y las concentraciones de sus componentes no
pueden ser alteradas. Entre estas sustancias se encuentran el jugo de tomate,
de naranja, de zanahoria, el agua de coco, ampliamente utilizada por su valor

nutritivo en el rescate de embriones.
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1 Antioxidantes: Para reducir la oxidacion de ciertos tejidos luego de su
siembra en el medio se pueden emplear sustancias como carbon activado o

cisteina-HCI, ya sea tratando el explante o aplicandolo al medio.

§ Acidos organicos: EI TCA, citrato, malato, utilizados también en algunos

casos para reducir la oxidacion producida por el tejido.

1 Reguladores de crecimiento: La adicién de estas fitohormonas en diferentes
proporciones puede estimular o detener el crecimiento o diferenciacion de
algunos organos de la planta. Por eso la utilizacion de estos, en diferentes
concentraciones y la mezcla de varios, se puede manipular algunos procesos

morfogenéticos de la planta.

2.3.8.1. Condiciones fisicas del medio
Las cualidades fisicas del medio de cultivo, a semejanza de la composicién
quimica, pueden desempefiar un papel importante en el establecimiento de un
cultivo in vitro. Hay especies cuyos explantes se desenvuelven mejor en
medio liquido, otros en medio sélido, un tercer grupo responden mejor en

medio liquido con soporte de papel filtro (Torres, Texeira y Campos, 1996).

2.3.8.1.1. Influencia del pH(Berrios y Berthouly, 1987)
Generalmente el medio de cultivo se ajusta entre 5y 6 de pH antes de la

esterilizacion. Sus funciones en la regulacion fisiologica son importantes:

Condiciona cudles sales permanecen en forma soluble.

Influye en la asimilacion de nutrientes del medio.

Afecta la gelificacion del agar. En general, un pH alto altera la
gelificacion del medio, un pH bajo no permite que el medio se

solidifique.

2.3.8.1.2. Cantidad de medio
Como regla general, cuanto mejor es el explante, menor la cantidad de
medio a ser utilizado. Entre tanto, en cultivos establecidos, la tasa de
crecimiento es directamente proporcional a la cantidad de medio (Torres,

Texeira 'y Campos, 1996).
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2.3.8.2. Esterilizacién del medio de cultivo
El medio de cultivo de tejidos de plantas es generalmente esterilizado y
autoclavado a 121 ° C Y 1,05 kilogramos por centimetro cuadrado de presion.

El tiempo requerido para esterilizacion depende del volumen del medio en el

recipiente.
CUADRO 2:
Tiempo minimo requerido para esterilizacion de diferentes volimenes de medio.
Volumen de medio por Tiempo minimo
recipiente (ml) autoclavado(min)
25 20
50 25
100 28
250 31
500 35
1000 40
2000 48
4000 63

Fuente: Sigma. 1990. Catalogue plant cell cuture.

2.3.9. Desinfectantes comunmente usados
La contaminacion bacterial y por hongos es detrimental en el cultivo de tejidos,
los explantes son esterilizados en soluciones desinfectantes. Se presentan en el

cuadro.
CUADRO 3:
Desinfectantes comunmente usados en cultivo de tejidos de plantas.
DESINFECTANTE CONCENTRACION (%) TIEMPQ DE
EXPOSICION (MIN)

Hipoclorito de calcio 9,0 -10,0 5,0-30,0
Hipoclorito de sodio 0,5-5,0 5,0-30,0
Agua oxigenada 3,0-12,0 50-15,0
Alcohol etilico 70,0 -95,0 5,0-15,0
Nitrato de plata 1,0 5,0-30,0
Cloruro de mercurio 01-1,0 2,0-10,0

Fuente: Sigma. 1990. Catalogue plant cell cuture.

2.3.10. Incubacion
Una vez el tejido ha sido colocado en el medio de cultivo y este ha sido sellado y
marcado, se almacena en una cdmara de incubacién bajo condiciones controladas de

luz y temperatura. Dependiendo del tejido u dérgano cultivado, los requerimientos
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pueden cambiar, generalmente temperaturas entre 22 y 28°C son adecuadas y
periodos alternos de luz y oscuridad deben ser manejados(Berrios y Berthouly,
1987).

2.4. REGULADORES DE CRECIMIENTO
Las Citoquininas, junto con las Auxinas, son el grupo de fitohormonas més eficiente
para la induccidn in vitro de la organogénesis (Garcia y Gémez, 2006).

2.3.1. Auxinas

2.3.1.1. Historia del descubrimiento de las auxinas

Las auxinas fueron las primeras hormonas descubiertas en las plantas cuya estructura
quimica fue esclarecida. Sin embargo, ya en la antigliedad y en la Edad Media se
hicieron observaciones indicando la existencia de las sustancias estimuladoras de
crecimiento, por ejemplo, los esquejes se rodeaban con semillas germinantes para
estimular la formacién de las raices. Durante el periodo de 1865 — 1882, Sachs —
famoso boténico alemén, considerado el padre de la fisiologia de las plantas, formul6
la hipotesis de que existen sustancias que provocan la formacion de drganos
especificos, por ejemplo las flores o las raices. Estas sustancias se forman solamente
en algunas partes de la planta y su distribucion precisa dentro del organismo explica
su desarrollo armonioso (Jankiewicz, 2003).

2.3.1.2. Actividad bioldgica
Las auxina tienen la capacidad de incrementar el indice de prolongacion de las
células de los coleoptilos y tallos. Influyen también en otros procesos fisiologicos,

como son el desarrollo de frutos y la formacion de raices (Weaver,1996).

2.3.1.3. Las auxinas sintéticas mas importantes(Jankiewicz, 2003)

Acido indol-3-butirico (AIB)

Acido naftil - 1 - acético (ANA)

Naftil-1- acetamida (NAAmM)

Acido - 2 - naftoxiacético (ANOA)

Acido 2,4 - - diclorofenoxiacético

Acido 2,4,5 — triclorofenoxiacético, (2,4,5 - T)
Acido 2- metil-4-clorofenoxiacético (MCPA)

= =2 A4 4 A A -
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A los derivados del &cido benzoico pertenece:
f Acido 2-metoxi-3,6-diclorobenzéico (dicamba)
A los derivados del &cido picolinico pertenece:

§ Acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico (picloram)

En el caso del acido indol-3-butirico (AIB) se ha demostrado que las plantas
pueden convertir el AIA a AIB. En esta conversion participa la enzima AIB
sintetasa, en una reaccion reversible. Desde el punto de vista practico es importante
que el AIB sea metabolizado mas lentamente que AIA y que sus conjugados no
sean oxidados. Por esto el AIB posiblemente es mas eficiente que el AIA en
enraizamiento de estacas. Ademas el nivel de AIB se eleva durante el sometimiento

de las plantas a estrés (Jankiewicz, 2003).
2.3.1.4. Biosintesis

Las hojas jovenes, las flores, los embriones en desarrollo y los frutos producen
auxinas, aunque en menor medida que los meristemas apicales de los véastagos
(Curtis,2004).

2.3.2. Citoquininas

2.3.2.1. Descubrimiento de las Citoquininas (citocininas)(Jankiewicz, 2003).

En 1892, Wiesner y un poco mas tarde, Haberland (1913) propusieron que
existen hormonas que estimulan la division celular. Sin embargo, hasta en 1955,
Miller y Cols aislaron de tejidos animales el compuesto que estimulaba
fuertemente las divisiones celulares en las plantas. La estructura de este
compuesto se identifico y la sustancia se le nombré Cinetina.

El descubrimiento en las plantas de compuestos con propiedades semejantes a
las de la Cinetina estuvo relacionado con el desarrollo de la técnica de cultivo de
tejidos in vitro. Se habia observado que las células de tejidos cultivados in vitro
se dividen mas intensamente en presencia de agua de coco. Por lo tanto, se pensé
que en el agua de coco se encuentran sustancias con propiedades semejantes a
las de la Cinetina. Después, Miller en 1961 y Letham en 1963, aislaron de
semillas inmaduras de maiz un compuesto que estimulaba fuertemente las
divisiones celulares en plantas. Se determind su estructura quimica y se le

nombré Zeatina.

24



Propiedad Intelectual de la Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa

2.3.2.2. Actividad bioldgica(Jankiewicz, 2003).
La caracteristica més importante de las Citoquininas es que estimulan las
divisiones celulares en plantas y retrasan el envejecimiento. Las Citoquininas
influyen en multiples procesos bioquimicos, como la estimulacion de la

biosintesis de los &cidos nucleicos y de diferentes proteinas.

El fenédmeno de la induccién de la formacién de yemas adventicias o
estimulacion de crecimiento de yemas axilares por las Citoquininas es

aprovechado en la técnica de micropropagacion.

2.3.2.3. Citoquininas enddgenas(Jankiewicz, 2003).
Como se ha mencionado, la primera Citoquinina natural que fue aislada e
identificada fue la Trans - zeatina. La Zeatina se presenta como una base libre y
también en unién con ribosa (ribésido), o con ribosa mas el resto de acido
fosférico (ribotido). Puede también unirse con la glucosa (glucésido) o con otros
azucares, por ejemplo con xilosa. En general, la forma mas activa de la Zeatina

es la base libre.

Otra Citoquinina natural es la N°(dimetilalilamino)- Purina, o N°® (A%
isopentenil)-adenina, o abreviado: 2iP, iP o IP. Este compuesto se presenta en la
forma libre o unida con tRNA. Puede presentarse como ribésido: 9-p-D-
ribofuranosil-N°-(A-isopentenil)- adenina (abreviatura: IPR) o como ribétido.

En el alamo se han identificado Citoquininas derivadas de la Bencil-
aminopurina que tienen en el anillo de benceno un grupo hidroxilico en la
posicién orto o meta. Este resultado confirma los datos anteriores acerca de que

los derivados de la BA se presentan naturalmente en la plantas.

2.3.2.4. Citoquininas sintéticas(Jankiewicz, 2003).
Entre las Citoquininas sintéticas, la Cinetina y la Bencilaminopurina muestran
una alta actividad bioldgica. Un poco menos activa es la Tetrahidropiranil -
benciladenina (PBA). La Cinetina es también un derivado de la Adenina, a la
cual en la posicion N6, esta unido un grupo de furanil. Aunque la Cinetina fue
aislada de los tejidos animales, e considerada como un artefacto y no se
considera entre los compuestos naturales.La Benciladenina (abreviacion BA o
BAP) es un derivado de la adenina, en el cual, en la posicion N6 esta unido el

grupo de bencil. La Benciladenina es mas frecuentemente usada y muestra una
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actividad alta en muchas especies de plantas. Tanto la BA como la Cinetina son
sintetizadas en forma libre y en forma de ribdsidos y ribétidos.

Ademas de las tres Citoquininas mencionadas, se han sintetizado 70 derivadas
de la purina. Ya que estos compuestos tienen poca actividad bioldgica o son
totalmente inactivas, raramente se les menciona.

Entre los derivados de la urea ya mencionados, el tidiazuron (TDZ) muestra alta
actividad de Citoquinina y encontré aplicacion en el cultivo de tejidos.
Tidiazuron es un componente de la preparacion Dropp-50, el cual se aplica para
la defoliacion. Otro derivado de la urea forclorfenuron, Ilamado anteriormente
CPPU ¢ 4-PU-30, tiene alta actividad citocinica.

2.3.2.5. Biosintesis
Se considera que las Citoquininas son sintetizadas principalmente en los apices
de las raices. Sin embargo, no se puede excluir su sintesis también en otros
tejidos meristematicos, como el cambium, las yemas en desarrollo, los frutos
jovenes o semillas en germinacidn. Se considera que aun brotes y hojas pueden
ser lugar de sintesis de Citoquininas. Tamas y Cols sugieren que la sintesis de la
Zeatina ocurre principalmente en la parte basal de los brotes y disminuye hacia

el apice.

2.3.3. Interaccién Auxina - Citoquinina (Berrios y Berthouly, 1987)

El crecimiento y la morfogénesis en el cultivo de tejidos estan controlados por la
interaccion y el balance entre los diferentes reguladores de crecimiento presentes en
el medio de cultivo. Se debe tomar en cuenta que estas sustancias pueden reaccionar
de forma diferente en plantas intactas y en fragmentos cultivados asépticamente.

El balance de Auxinas y Citoquininas se puede expresar asi: una concentracion alta
de auxina, combinada con una baja de Citoquinina, promueve la iniciacion de raices;
la relacion inversa conduce al desarrollo de yemas adventicias y laterales;
concentraciones intermedias de ambos reguladores estimulan el origen de callos.

La relacion de concentracion éptima entre los dos tipos de hormonas depende de la
especie de planta cultivada in vitro, de las condiciones y de los compuestos usados en
el cultivo, y de los niveles enddgenos de reguladores de crecimiento de los tejidos en
el momento de su incubacion.

Generalmente las interacciones encontradas son complejas y mas de una

combinacion de las dos clases de sustancias puede producir 6ptimos resultados.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION

3.1.1.

3.1.2.

UBICACION CAMPO
La fase de campo, donde se colectd las muestras corresponde a los campos de

experimentacion de la empresa ALSUR PERU SAC, cuya ubicacion politica es la
siguiente: Region Arequipa, Provincia Arequipa y Distrito de Hunter. Ubicacion
geogréfica: Latitud 16°26°48” Sur, longitud 71°33°20” Qeste y altitud 2302

msnm.

UBICACION LABORATORIO E INVERNADERO
El presente trabajo de experimentacion se realizd en el Laboratorio de

Biotecnologia de la Escuela Profesional de Agronomia de la Universidad
Nacional de San Agustin de Arequipa,en lo que concierne a las etapas de
establecimiento, multiplicacion, enraizamiento y aclimatacion cuya ubicacién
politica es la siguiente: Region Arequipa, Provincia Arequipa y distrito Arequipa.
Ubicacién Geografica: Latitud 16°28' Sur, Longitud 71°27' Oeste y Altitud 2 400

msnm.

3.2. CONDICIONES CLIMATOLOGICAS DEL EXPERIMENTO
Durante el experimento se tienen los datos registrados de la Temperatura existente en la

Camara de Incubacion.

A. Temperatura

La temperatura maxima promedio registrada fue de 28,4°C y minima promedio de
18,2°C

B. Luz
La fuente de luz esta dada por lamparas fluorescentes de luz blanca de 1000 lux y el

fotoperiodo es controlado por un reloj horario que mantienen las cdmaras con luz por

16 horas con 8 horas de oscuridad.
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C. Humedad
Se report6 una humedad relativa de 40% lo cual no es favorable para el desarrollo de

plantas in vitro, por tal motivo se trat6 de crear un ambiente apropiado para el
desarrollo del cultivo, al colocar las bandejas con agua que mantenian una humedad

promedio 57% en la camara de incubacion.

El promedio de humedad debe estar comprendido entre 60 y 70%. (CIP, 1998).

3.3. DESCRIPCION DEL AREA DE TRABAJO
La asepsia reside principalmente en mantener los ambientes aislados del ambiente
exterior. La limpieza se realiza con mayor exigencia en los pisos, muebles y repisas,

usando desinfectantes (Echique, 2010).

A continuacion se describe los diferentes ambientes o areas con los que se contd para el

desarrollo del experimento:

1. PRIMER AMBIENTE: Sala de recepcion
Lugar donde se ubican los materiales de limpieza y autoclave.

2. SEGUNDO AMBIENTE: Sala de lavado y preparaciéon de medios.
Es el area donde se lleva a cabo el lavado de todo el material de vidrio en general y la
desinfeccion de material vegetal que se introducira in vitro, se tiene en este ambiente

los siguientes materiales y equipos:

9 Destilador
9 Balanzas

{ Estantes: material de vidrio y reactivos.

3. TERCER AMBIENTE: Sala de siembra y diseccién
En este ambiente se deben tener los maximos cuidados de asepsia, para lo cual se

cuenta con:
1 Cémara de Flujo Laminar de aire estéril

1 Material de Diseccion estéril

4. CUARTO AMBIENTE: Sala de incubacién
Es el area de incubacion y desarrollo, se tienen los frascos con el material vegetal,

dispuestos en estanterias con luz de fluorescentes, con un fotoperiodo de 16 horas luz
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y 8 horas de oscuridad, donde las condiciones ambientales dptimas cambiaran segun
las especies en cultivo, por lo tanto se debe tener en cuenta las variaciones de
temperaturas, la intensidad luminosa, la calidad de la luz, la humedad relativa y el

fotoperiodo.

3.4. MATERIALES

3.4.1. Material vegetal
El material vegetal con el cual se trabajo, fueron yemas apicales de hijuelos,
extraidos de plantas de alcachofa de la Var. Blanca de Tudela provenientes del

campo de experimentacion de la Empresa ALSUR PERU SAC.

3.4.2. Material de vidrio
1 Erlenmeyer: 250ml — 1 000ml
1 Vasos Beaker: 100ml —500ml
1 Probetas: 50ml — 100ml
9 Pipetas: 1ml — 10ml
9 Frascos de siembra:(48 cm x 68 cm)
1

Frascos color ambar: Soluciones stock

3.4.3. Material de siembra

9 Pinzas
Mangos de bisturies
Bisturies N° 11
Algodon
Papel Estéril
Mechero

Marcadores

=8 SF_a - o —aWa—n ==

Plastico

3.4.4. Material de desinfeccion

7 Hipoclorito de Sodio
Alcohol
Detergente

Twin 20
Agua destilada estéril

= =4 =4 =
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3.4.5. Equipo de laboratorio

Camara de Flujo Laminar de Aire
Autoclave

Cocina eléctrica

Balanza analitica

Destilador de agua

Refrigerador

Termohigrémetro

Agitador Magnético

I — e R I I I

Estereoscopio

3.4.6. Componentes del medio MS (Ver anexo,Cuadro 57)

9 Sales inorganicas
Macronutrientes
Micronutrientes

1 Compuestos organicos
Vitaminas
Sacarosa (azucar)

1 Reguladores de crecimiento
Citoquinina (BAP)
Auxinas (ANA y AIB)

9 Material inerte de soporte

Agar

3.4.7. Material de invernadero

1 Bandejas
Sustrato Comercial Promix
Malla Agribon

Plastico transparente

= =4 =4 =4

Termohigrémetro
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3.5. METODOLOGIA
El presente estudio comprende desde la fase de establecimiento, fase | y Il de

multiplicacién, enraizamiento y aclimatacion como observamos en el grafico N° 2:

Material del cultivo de

alcachofa

A 4

Obtencion de
hijuelos de &achofa

Excision de yemas.

Establecimientan vitro
Disecci6

Cultivo in vitro en medio MS.

Twin, etanol e

rito de sodio.

ntragjones generlcas de

Multiplicacionin vitro uina y auxina.
Fase II: Co

7?5

(Aproximaciones)

Enraizamienton vitro

centwaciones AIB y BAP

Ensayo [ P

Aclimatacion A

-

GRAFICO Ne° 2:Diagrama de flujo de actividades.

31



Propiedad Intelectual de la Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa

3.5.1. Fase de establecimiento

3.5.1.1. Seleccion y acondicionamiento de explantes
El material vegetal que se utiliz6 provino de plantas madres con hijuelos
idealmente juveniles (4 semanas) y entre 25 a 30 centimetros de longitud
promedio, los cuales fueron colectados el mismo dia que se sembraron, ya que se
ha visto disminuciones en el porcentaje de prendimiento cuando se colectan el
dia anterior a la siembra. El procedimiento resumido es el siguiente:
A.-Colecta de hijuelos desde terreno: Estos fueron seleccionados en el campo,
descartando todo el material vegetal que presente dafio visible causado por
hongos, bacterias o dafio mecanico, ya que un hijuelo enfermo va a producir
una gran cantidad de explantes contaminados.
B.-Preparacion del hijuelo en el campo:Los hijuelos seleccionados fueron
preparados al igual que para plantacion, se eliminaron las hojas exteriores,
tierra 0 barro que puedan contener en sus raices o tallos, y el follaje fue cortado
a un largo de 30 cm de longitud promedio.
C.- Lavado del material vegetativo:Los hijuelos se llevaron al laboratorio,
donde fueron lavados con agua potable a chorro continuo, para eliminar toda

impureza organica o mineral que puedan traer desde el campo.

3.5.1.2. Desinfestacion de explantes
Todo el proceso de desinfestacion y manejo de las yemas se realiz6 con las

mejores condiciones de asepsia y materiales para evitar contaminacion:

A.-Preparacion de explantes:Una vez listo el material colectado, se comenzo a
deshojar hasta llegar a un tamafio de 2 a 5 cm de longitud, la base de las yemas
fue cortada con cuchillo dandole una forma cuadrangular con la finalidad de
facilitar la manipulacion.

B.- Para ello se sumergio las yemas en Twen 20 (jabon liquido desinfectante) y
se enjuagd 3 veces con agua destilada.

C.-Luego se sumergio en alcohol a 70° por 1 minuto, agitando constantemente
para eliminar las burbujas de aire y permitir una mejor penetracién del

desinfectante.
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D.- Seguidamente fueron sumergidas en hipoclorito de sodio al 2,5%por 12
minutos agitando continuamente, posteriormente fueron enjuagadas tres veces
con agua destilada esterilizada.

E.-Para evitar la fenolizacion se sumergié en acido ascorbico por 1 minuto.

3.5.1.3. Siembra del material vegetativo
Se sembraron 4 yemas por frasco, que contenia 20 ml de medio. Una vez
concluida la siembra de las yemas, fueron trasladadas a una caja donde
permanecieron durante 4 dias de oscuridad absoluta, esta practica se realizd para
reducir la fenolizacion de los tejidos.
Dos semanas después se efectud una limpieza para eliminar la acumulacion de

fenoles en la base de los explantes para facilitar la brotacion de la yema.

3.5.1.4. Establecimiento in vitro
Diferentes autores reportan el medio deMurashige y Skoog (1962), como el més
ampliamente utilizado de meristemos y apices, reportdndose su empleo en la
mayoria de las especies propagadas in vitro.
En esta fase se trabajocon el medio MS sin la incorporacion de reguladores de

crecimiento.

3.5.1.5. Area experimental
A continuacion se muestra el area que comprendié el trabajo de
investigacion con las siguientes caracteristicas:
1 Cémara de incubacion
0 Largo: 0,78 m
0 Ancho: 0,74 m
o Area: 0,58 m?

3.5.2. Fase de multiplicacion
3.5.2.1. Fase | de multiplicacién

A.- Tratamientos
En esta fase se trabajo con dos Reguladores de Crecimiento BAP y ANAen

diferentes concentraciones.
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B.- Disefio experimental
En esta fase se emple6 el Disefio de Bloques Completamente al Azar con

arreglo factorial 4x4.

C.- Area experimental
A continuacion se muestra el area que comprendio el trabajo de

investigacion con las siguientes caracteristicas:

' Céamara de incubacion
o Largo:0,78 m
o Ancho:0,50 m
o Area:0,39 m?

1 Tratamientos

o Numero de tratamientos: 16
NUmero de repeticiones por tratamiento: 4
NUmero de explantes por frasco: 4

Numero total de frascos: 64

o O O o

Numero total de explantes: 256

CUADROA4:

Tipos de reguladores de crecimiento en cuatro concentraciones en la fasel de
multiplicacionin vitrode alcachofa.

CONCENTRACIONES (uM)

REGULADORES DE

CRECIMIENTO 1 & % y

Cy C, Cs Cs

0 2,5 4,5 6,5
A A; As Ay

0 15 2,5 3,5

1. Citoquinina (BAP)

2. Auxina (ANA)

C: Citoquinina, A: Auxina.
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CUADRO 5:
Combinacidn de reguladores de crecimiento en la fase I de multiplicacién in vitro de
alcachofa.
Reguladores de
Tratamiento Clave Crecimiento (U M
Cit. (BAP)  |Aux. (ANA)
T1 CGA 0 0
T2 GA, 2,5 0
T3 GA 4,5 0
T4 CA 6,5 0
T5 CGA 0 1,5
16 GA 2,5 1,5
T7 GA: 4.5 1,5
T8 GA 6,5 1,5
T9 GAg 0 2,5
T10 GAs 2,5 2,5
T11 GAg 4,5 2,5
T12 Cihs 6,5 2,5
T13 GA, 0 3,5
T14 GA, 2,5 3,5
T15 GA, 4.5 3,5
T16 CGA, 6,5 3,5
78 cm
BLOQUE | BLOQUE II BLOQUE I11 BLOQUE IV
A
T1 | T2 [ T3 | T4 (T13|T14(T15|T16| T9 (T10|T11|T12| TS5 | T6 | T7 | T8
50cm | TS5 | T6 | T7 [ T8 | T9 (T10|T11(T12| T1 | T2 | T3 | T4 | T13(T14|T15(T16
T9 |T1O(T2A1|T12| TS5 | T6 | T7 | T8 (T13|T14|T15(T16( T1 | T2 [ T3 | T4
T13|(T14|T15|T16| T1 | T2 | T3 | T4 (TS5 | T6 | T7 | T8 | T9 |T10(T11|T12
v

GRAFICO N° 3:Croquis experimental en la fase Ide multiplicacion in vitro de alcachofa
(cdmara de incubacion).

35



Propiedad Intelectual de la Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa

3.5.2.2. Fase Il de multiplicacion(aproximaciones)

A.- Tratamientos
En esta fase se trabajo sobre la base de los resultados de la primera fase de
multiplicacion, aproximando las concentraciones con las que se trabajo en la
primera fase, para lograr la concentracion y la interaccion adecuada de los

reguladores empleados.

B.- Diseflo experimental
En esta fase del experimento se emple6 el Disefio de Bloques

Completamente al Azar con arreglo factorial 4x4.

C.- Area experimental
A continuacion se muestra el area que comprendid el trabajo de
investigacion con las siguientes caracteristicas:
! Camara de incubacion
o Largo: 0,78 m
o0 Ancho: 0,50 m
o Area: 0,39 m?

1 Tratamientos

o Nudmero de tratamientos: 16
Numero de repeticiones por tratamiento: 4
Numero de explantes por frasco: 4

Numero total de frascos: 64

CONNO! O +» ©

Numero total de explantes: 256
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CUADRO 6:

Tipos de reguladores de crecimiento en cuatro concentraciones en la fase 11 de
multiplicacion in vitro de alcachofa

CONCENTRACIONES (uM)

REGULADORES DE

CRECIMIENTO 1 : 3 4

Cy C, Cs Cs

0 2,0 2,5 3,0
A A; Az Ay

0 0,5 1,0 15

1. Citoquinina (BAP)

2. Auxina (ANA)

C: Citoquinina, A: Auxina.

CUADRO 7:
Combinacion de reguladores de crecimiento en la fase 11 de multiplicacion in vitro de
alcachofa.

Reguladores de

Tratamiento Clave Crecimiento (u M
Cit. (BAP)  |Aux. (ANA)

1 GA 0 0

12 GAL 2,0 0

T3 GAy 2,5 0

T4 GA 3,0 0
15 CA 0 0,5
16 GA 2,0 0,5
17 GA 2,5 0,5
T8 CA 3,0 0,5
T9 CGAs 0 1,0
110 GAs 2,0 1,0
T11 GAs 2,5 1,0
T12 GAg 3,0 1,0
T13 GA, 0 15
T14 GA, 2,0 15
T15 GA4 2,5 15
T16 CA 3,0 15
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GRAFICO N° 4:Croquis experimental en la fase 11 de multiplicacién in vitro de alcachofa (camara
de incubacién).

3.5.3. Fase de enraizamiento

Ensayo | de enraizamiento:

A.- Tratamientos
En esta fase se trabajé con dos reguladores de crecimiento, auxina (ANA) y

citoquinina (BAP) en diferentes concentraciones.

B.- Disefio experimental

En esta fase se empled el Disefio de Bloques Completamente al Azar.

C.- Area experimental
A continuacion se muestra el area que comprendié el trabajo de investigacion

con las siguientes caracteristicas:

1 Cémara de incubacion
o Largo: 0,78 m
o Ancho: 0,50 m
o Area: 0,39 m?

1 Tratamientos

0 Numero de tratamientos: 16
Numero de repeticiones por tratamiento: 4
Numero de explantes por frasco: 5
Numero total de frascos: 64

o O o o

Numero total de explantes: 320
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CUADRO 8:

Tipos de reguladores de crecimiento en cuatro concentraciones en la fase de enraizamiento
(ensayo 1) in vitro de alcachofa

CONCENTRACIONES (uM)

REGULADORES DE

CRECIMIENTO 1 : 3 4

Az A, Az Ay

0 0,5 15 2,5
C1 C Cs Cy

0 0,5 1,0 15

1. Auxina (ANA)

2. Citoquinina (BAP)

A: Auxina, C: Citoquinina.

CUADRO 9:

Combinacion de reguladores de crecimiento en la fase de enraizamiento (ensayo I) in vitro
de alcachofa.

Reguladores de

Tratamiento Clave Crecimiento (u M
Aux. (ANA) |Cit. (BAP)

T GA 0 0
12 GAL 0 0,5
T3 GAy 0 1,0
T4 CA 0 15
5 CA, 0,5 0
16 GA 0,5 0,5
17 GA 0,5 1,0
T8 CA 0,5 15
19 GAg 15 0
T10 GAs 1,5 0,5
T11 GAs 15 1,0
T12 GAg 15 15
T13 GA, 2,5 0
T14 GA 2,5 0,5
T15 GA 2,5 1,0
T16 CA, 2,5 1,5
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GRAFICO N° 5: Croquis experimental en la fase de enraizamiento (ensayo |) in vitro de alcachofa
(camara de incubacion).

Ensayo Il de enraizamiento:

A.- Tratamientos
En esta fase se trabajo con dos reguladores de crecimiento, auxina (AIB) y
citoquinina (BAP) en diferentes concentraciones.

B.- Disefio experimental

En esta fase se empled el Disefio de Bloques Completamente al Azar.

C.- Area experimental
A continuacion se muestra el area que comprendid el trabajo de investigacion
con las siguientes caracteristicas:
1 Cémara de incubacion
o Largo: 0,78 m
o Ancho: 0,50 m
o Area: 0,39 m?

1 Tratamientos

0 Numero de tratamientos: 16
Numero de repeticiones por tratamiento: 4
Numero de explantes por frasco: 5

Numero total de frascos: 64
Numero total de explantes: 320

©O O O o
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CUADRO 10:

Tipos de reguladores de crecimiento en cuatro concentraciones en la fase de enraizamiento
(ensayo I1) in vitro de alcachofa.

CONCENTRACIONES (uM)

REGULADORES DE

CRECIMIENTO 1 : 3 4

Ay A, Az As

0 0,5 15 2,5
C1 C Cs Cy

0 0,5 1,0 15

1. Auxina (ANA)

2. Citoquinina (BAP)

A: Auxina, C: Citoquinina.

CUADRO 11:

Combinacion de reguladores de crecimiento en la fase de enraizamiento (ensayo Il) in vitro
de alcachofa.

Reguladores de

Tratamiento Clave Crecimiento (u M
Aux. (AIB) |Cit. (BAP)

T GA 0 0
12 GAL 0 0,5
T3 GAy 0 1,0
T4 CA 0 15
5 CA, 0,5 0
16 GA 0,5 0,5
17 GA 0,5 1,0
T8 CA 0,5 15
19 GAg 15 0
T10 GAs 1,5 0,5
T11 GAs 15 1,0
T12 GAg 15 15
T13 GA, 2,5 0
T14 GA 2,5 0,5
T15 GA 2,5 1,0
T16 CA, 2,5 1,5
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GRAFICON?® 6: Croquis experimental en la fase de enraizamiento (ensayo I1) in vitro de
alcachofa (camara de incubacion).

3.5.4. FASE DE ACLIMATACION
Las pléntulas enraizadas de la fase de enraizamiento fueron Ilevadas a condiciones
de invernadero y transplantadas a sustrato comercial Promix con condiciones de

humedad controlada.

3.6. CONDUCCION DEL EXPERIMENTO
En el laboratorio de cultivos vegetales son esenciales las condiciones de asepsia, que es
de fundamental importancia, debido a que los medios empleados contienen nutrientes,
los cuales facilitan el crecimiento de diversas bacterias y hongos.Por lo que el
crecimiento abundante de ellos impediria el crecimiento de los tejidos vegetales, ain los
contaminantes con crecimiento lento son indeseables porque producen toxinas que
afectan el crecimiento de las células vegetales. La asepsia reside principalmente en

mantener los ambientes aislados del ambiente exterior (CIP, 1998).

El laboratorio de Biotecnologia de la Escuela Profesional de Agronomia de la
Universidad Nacional de San Agustin, cuenta con las areas adecuadas para el trabajo,

Ilevandose a cabo el siguiente procedimiento:

3.6.1. Limpieza de laboratorio
Antes del inicio del trabajo en laboratorio, este debe mantenerse en condiciones
asépticas, manteniendo todos los ambientes desinfectados y ordenados, para lo

cual se asperjé desinfectante a todos los ambientes del laboratorio.
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3.6.2. Lavado de frascos de siembra.

Para el trabajo se utiliz6281 frascos de 48x68 mm, los cuales se mantuvieron en
una solucién desinfectante (Lejia Clorox) a una concentracion del 0,01% por un
periodo de 24 horas para asegurar que no presenten contaminantes al momento
de la siembra.

Posteriormente se lavaron con detergente y enjuagé con abundante agua
corriente evitando que quede restos de detergente,luego se enjuagaron tres veces
con agua destilada para eliminar sales y se escurrio durante 1 dia para evitar que

quedaran residuos de agua.

3.6.3. Esterilizacion de frascos y otros materiales de diseccion.
Los frascos y demés materiales de diseccion fueron esterilizados en olla
autoclave durante 30 minutos a una presion de 15 Ib/pul® (1Kg/cm?) y a una
temperatura de 121°C por el método de vapor humedo empleando vapor a

presion.

También se esterilizd la camara de flujo laminar con alcohol al 90% para

garantizar una mayor asepsia durante la manipulacién de los explantes.

3.6.4. Preparacion de solucion stock
El medio empleado para la propagacion in vitro de alcachofa es el medio de
Murashige y Skoog, donde la preparacion de las soluciones stock se procedié de

la siguiente manera:

1. Sales inorgéanicas
0 Solucion A: Macronutrientes
o Solucion B: Micronutrientes
0 Solucion C: Sulfato de Fierro + Na,;EDTA

2. Compuestos organicos
o Solucién D: Mio — inositol

0 Solucién E: Vitaminas

3. Reguladores de crecimiento
o Citoquinina: BAP preparada a una concentracion de 1mM

o Auxinas: ANA y AIB preparadas a una concentracion de 1mM
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Todas las soluciones (A,B, C, D y E) fueron pesadas y preparadas de modo que
no precipiten, colocadas en frascos de color &mbar para evitar su degradacion y
alteracion manteniéndose a bajas temperaturas.

Los reguladores de crecimiento se conservaron a temperaturas bajo cero y en

frascos de vidrio color &mbar.

3.6.5. Preparacion de medio y esterilizacion
Como medio béasico de cultivo en los diferentes experimentos de
micropropagacion se utilizaron las sales de Murashige y Skoog (1962), cuyos

constituyentes se presentan el cuadro57(Anexo).

Se preparé 5,620 litros de medio nutritivo MS, con las soluciones stock (A, B, C,
D y E).Posteriormente se ajusto el pH a 5,6 (pH 6ptimo) agregandole luego la
sacarosa (azucar) y el agente gelificante (agar) seguidamente se llevd a

calentamiento para homogenizarlo y disolver el agar.

Los reguladores se incorporaron segun los tratamientos seguidamente se

procedio a dispensar el medio MS, colocando en cada frasco 20ml.

Finalmente se llevaron los medios a esterilizar en olla autoclave durante 20

minutos a una presion de 15 Ib/pul® y a una temperatura de 121°C.

3.6.6. Siembra
A. Fase de establecimiento

Luego de tener los medios listos y estar seguros de que no estan contaminados,
se procedio a la siembra de las yemas de Alcachofa, en donde para el
establecimiento se utilizé el medio MS; al finalizar el proceso de corte, las
pinzas se introdujeron en un frasco que contenia alcohol de 90° posteriormente
se realizé la siembra del explante y en cada frasco se sembraron 4 yemas,
tratando que estas sean de igual tamafio. Una practica para garantizar la asepsia
durante el proceso de siembra fue la frotacion de las manos con alcohol. Los dias
de siembra se detallan en el cuadro:

Siembra fase de establecimiento

Fecha NuUmero de frascos

03/12/2010 25
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B. Fase | de multiplicaciénin vitro(Concentraciones genéricas)
Se procedid a la transferencia de los explantes de la fase de establecimiento a la
fase previa de multiplicacion en condiciones de asepsia en la Camara de Flujo
Laminar.
En cada frasco se sembré 4 yemas, tratando que estas sean de igual tamafio. Los

dias de siembra se detallan en el cuadro.

Siembra — Fase | de Multiplicacion

Fecha Repeticion Numero de frascos
lra- 2da - 3ra
10/02/2011 64
4ta

C. Fase Il de multiplicacionin vitro (Aproximaciones)
De la misma manera como se realizd la siembra en la fase | de multiplicacion,

se realizo la fase Il de multiplicacion.

Siembra Fase Il de Multiplicacion

Fecha Repeticion Numero de frascos
1ra - 2da - 3ra
13/03/2011 64
4ta

D. Fase de Enraizamiento
Para la fase de enraizamiento se utilizaron explantes provenientes de la fase Il de

multiplicacidn, bajo las mismas condiciones de siembra de las anteriores fases.

Siembra Fase Enraizamiento (Ensayo 1)

Fecha Repeticion Numero de frascos
1ra - 2da - 3ra
15/04/2011 64
4ta

Siembra Fase Enraizamiento (Ensayo I1)

Fecha Repeticion Numero de frascos
1ra - 2da - 3ra
15/04/2011 64
4ta
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E. Fase de Aclimatacion
En esta fase se llevaron plantulas enraizadas de los tratamientos de la fase de
enraizamiento a invernadero bajo condiciones controladas.
Se extrajeron plantulas de los frascos con medio y se sumergieron en agua destilada
para eliminar el agar que contenian las raices y se transplantaronen bandejas que
contenian sustrato comercial Promix cubiertas con malla agricola (Agribon) vy

plastico los cuales se fueron retirando progresivamente al pasar los dias.

3.7. CARACTERISTICAS EVALUADAS
En el presente trabajo se evaluaron pardmetros de carcter cuantitativo y cualitativo

del proceso de desarrollo in vitro de alcachofa.

3.7.1. Fase de establecimiento
Las evaluaciones se realizaron 7 dias después que los explantes fueron sembrados.

Las variables evaluadas fueron las siguientes:

A. Porcentaje de yemas contaminadas
Considerando como yemas contaminadas a aquellas que presentaban

desarrollo de hongos y bacterias.

B. Porcentaje de yemas fenolizadas
Considerando como yema fenolizada, a aquellas yemas que presentaban

tejido ennegrecido en la base.

C. Porcentaje de yemas sobrevivientes

Aquellas que no presentaban contaminacion ni fenolizacion.

D. Tamafio de yemas
Con la ayuda de una regla milimétrica, la evaluacion se realizo a través del
frasco midiendo la altura desde la base en contacto con el medio hasta la parte

aerea, hasta el tiempo en que alcanzaron los 2cm de altura foliar.

E. Porcentaje de formacion de callo
Esta caracteristica fue evaluada cada 7 dias, despues de la siembra, hasta el
tiempo que durd la fase de establecimiento, designandole los siguientes
valores segun el tamafio de las masas celulares que se formaban:
o Sin formacion de callo
o Ligera formacion de callo

o Formacion de callo
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3.7.2. Fase | de multiplicacionin vitro

A. Altura foliar
Esta caracteristica fue evaluada cada 7 dias después de la siembra, durante los 28
dias que durd la fase | de multiplicacion, con la ayuda de una regla milimétrica, la
evaluacion se realizd a través del frasco, midiendo la altura desde la base en
contacto con el medio hasta la parte aérea, tomando como referencia la yema

principal, expresada en centimetros (cm).

B. Ritmo de crecimiento
Las evaluaciones se realizaron cada 7 dias, midiendo en centimetros (cm) el
crecimiento de cada uno de los explantes en cada uno de los tratamientos. Los

datos obtenidos son el promedio de 4 evaluaciones.

C. Numero de brotes
Esta caracteristica fue evaluada a los 28 dias que durd la fase | de multiplicacion,
evaluando en cada frasco las 4 yemas sembradas inicialmente, los datos
presentados como resultados son el promedio de las 4 repeticiones, utilizando

como unidad de medida la cantidad.

D. Numero de hojas
Al igual que el nimero de brotes, esta caracteristica fue evaluada a los 28 dias que

durd la fase | de multiplicacion, utilizando como unidad de medida la cantidad.

E. Color de hojas
A esta caracteristicase le dio valores para evaluar el color de hojas en los
diferentes tratamientos. Expresado en porcentaje, designandole los siguientes
valores:
0 Verde oscuro
0 Verde

o Verde claro

F. Formacion de callo
Un pardmetro cualitativo, expresado en porcentaje, se le designo los siguientes
valores:
o Sin formacion de callo
o Ligera formacion de callo

o Formacion de callo
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3.7.3. Fase Il de multiplicaciénin vitro (Aproximaciones)
Se evaluaron las mismas caracteristicas dela fase | de multiplicacion. Esta fase

tuvo una duracién de 28 dias.

3.7.4. Fase de enraizamiento

A. Altura foliar
Se realiz0 tres evaluaciones de la misma manera como en la fase | y Il de

multiplicacion, cada 7 dias, expresada en centimetros (cm).

C. Numero de raices
Se evalud a los 21 dias después de la siembra, contando el nimero de raices que
presentd cada plantula individualizada, utilizando como unidad de medida la

cantidad.

B. Longitud de Raices
Se evalud a los 21 dias después de la siembra, con la ayuda de una regla

milimétrica, los datos estan expresados en centimetros.

D. Grosor de raices
A esta caracteristica se le dio valores para evaluar el grosor de hojas en los
diferentes tratamientos. Expresado en porcentaje y designandole los siguientes
valores:
0 Gruesa
0 Media
0 Delgada

3.7.5. Fase de aclimatacién
Las plantulas fueron evaluadas a los 7 dias después de transferir a sustrato

comercial “Promix” bajo condiciones de invernadero provenientes del laboratorio.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados y discusion obtenidos de las evaluaciones en
los diferentes tratamientos en las fases de: Establecimiento, fase | y Il de multiplicacion,
enraizamiento (ensayo | y Il) y aclimatacion de la propagacion in vitro de alcachofa
(Cynara scolymusL.) Var. Blanca de Tudela en el laboratorio de Biotecnologia de la
Escuela Profesional de Agronomia de la Universidad Nacional de San Agustin, con el
empleo de los reguladores: Auxina (ANA) y citoquinina (BAP) en diferentes
concentraciones en las fase | y 1l de multiplicacion; y dos ensayos realizados en la fase de
enraizamiento con el empleo de auxina (ANA) y citoquinina (BAP) como primer ensayo
en diferentes concentraciones y auxina (AIB) y citoquinina (BAP) como segundo ensayo

en diferentes concentraciones.

Al realizar el analisis estadistico a 12 parametros se puede observar que 8 de ellos
presentan diferencia significativa entre blogues lo cual nos demuestra que el disefio
empleado es el correcto se obtuvo también como el mas alto Coeficiente de variabilidad de
11,64% el cual se encuentra dentro del rango debido a que para condiciones de laboratorio
se permite hasta un 15%.

4.1. FASE DE ESTABLECIMIENTO
Para la fase de establecimiento no se realizd ningun analisis estadistico a las yemas

sembradas, para esta fase se utiliz6 100 yemas.

A continuacién se presentan los datos de porcentaje de yemas contaminadas,
porcentaje de yemas fenolizadas, porcentaje de yemas sobrevivientes, tamafio de

yemas y porcentaje de formacion de callo.

CUADRO 12:
Resultado de las caracteristicas evaluadas durante la fase de establecimiento.

Caracteristicas

Caracteristicas evaluadas| % evaluadas %
Yemas contaminadas/hongo| 37 |Yemas sin contaminacid 5
Yemas contaminadas/bacter| 23 ni fenolizacion

Yemas con ligenolizacion 35 |[Formacién de callo 0
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En la evaluacion visual del tipo de microorganismo contaminante, se pudo apreciar
que los explantes que presentaban contaminacion, eran del tipo bacteriano en un 37%
y fungoso 23% haciendo un porcentaje total de contaminacion del 60%. Del tipo
bacteriano por la forma en que se desarrollaron las bacterias, formando un arilo
blanquecino y transparente en el borde basal del explante introducido en el medio de
cultivo, su procedencia pudiera tener origen endégeno en el material vegetal, lo que
permite que este tipo de bacterias escape al proceso de desinfeccion superficial y no se

elimine totalmente de la yema establecida.

Casselles (1991), sefiala que la contaminacién en la fase de establecimiento se origina
desde el explante o por fallas en el proceso de desinfeccién. Otra causa es el no
contacto del contaminante con el desinfectante debido a la morfologia del explante y a
la falta de asepsia durante el corte de los tejidos. La presencia de bacterias en el
explante se debe a que por su reducido tamafio, éstas pueden permanecer latentes en el

interior de la célula, en los espacios intercelulares o en los haces conductores.

Los resultados observados durante el establecimiento de los explantes, no indican
necesariamente una relacion directa entre los constituyentes de los medios de cultivo y
los contaminantes, mas bien la presencia de estos en los tejidos esta en dependencia
del grado de incidencia de los factores ambientales durante la exposicion de los tejidos
de las plantas donantes a tales condiciones y al proceso de desinfeccion y siembra de
los explantes.

Villalobos y Garcia (1982), reportan que el tamafo del explante es un factor
importante que influye en la desinfeccion y regeneracion de plantas, a medida que el
explante es més pequefio es menor el riesgo de contaminacion y mas dificil la
regeneracion, mientras que con el aumento del tamafio del explante hay mas riesgo de

contaminacion aunque el crecimiento y la regeneracion de las plantas es mas rapida.

El 35% de explantes sembrados presentaron una ligera fenolizacion. Segin Ancora
(1986), la produccion de fenoles esta en dependencia del genotipo en si, ademas puede
incrementarse por efecto de factores externos como es el tiempo de permanencia
durante el proceso de siembra donde los explantes se van estableciendo de forma
individual paulatinamente; de manera que el grado de fenolizacion es mayor en los

explantes que permanecen mas tiempo.
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4.2.

Se obtuvo 5% de explantes sin contaminacion ni fenolizacion, al 35% de explantes
con ligera fenolizacion se les realizé una limpieza para eliminar la acumulacion de
fenoles obteniéndose asi 40% de sobrevivencia. Ello se debe, principalmente, a la
oxidacion que sufren los explantes en el periodo post establecimiento in vitro y a la
alta contaminacion del material vegetal. Ancora, (1986) sefiala también estos dos
problemas para el cultivo in vitro de esta especie, que el alto contenido de fenoles de

la planta de alcachofa la hacen muy propensa a oxidarse.

Cuando las yemas alcanzaron un tamario de 2 cm, tamafio ideal para que puedan pasar
a la fase de multiplicacién, este tamafio se logro a los 60 dias después de la siembra,
resaltando que durante este periodo de tiempo las yemas no presentaron formacion de
callo.

Fase | de multiplicacion in vitro

4.2.1. Altura foliar
En esta seccion se muestra los resultados de altura foliar registrada de los diferentes

tratamientos en estudio durante el desarrollo del experimento:

CUADRO 13:

Altura foliar de plantulas (cm) a los 28 dias después de la siembra en la fase | de
multiplicacién in vitro de alcachofa Cynara scolymusL. Var. Blanca de Tudela. Arequipa

2011.

Tratamiento| Clave Promedio Informacion adicional
T1 C.A; 4,96 a 0 pM BAP + 0 uM ANA
T5 C.A; 4,57 ab 0 uM BAP + 1,5 uM ANA
T9 CiA; 431 bc 0 uM BAP + 2,5 uM ANA
T13 C.A; 4,12 bcd 0 uM BAP + 3,5 uM ANA
T7 CsA,; 3,81 cde 4,5 uM BAP + 1,5 uM ANA
T12 C/Az 3,70 def 6,5 UM BAP + 2,5 uM ANA
T16 C/A, 350 efg 6,5 UM BAP + 3,5 uM ANA
T10 C,A; 3,42 fg 2,5 uM BAP + 2,5 uM ANA
T11 CsA; 3,20 fgh 4,5 uM BAP + 2,5 uM ANA
T15 CA, [293 ghi 4,5 uM BAP + 3,5 uM ANA
T14 CA, [291 hi 2,5 UM BAP + 3,5 uM ANA
T8 C.A; 2,83 hij 6,5 UM BAP + 1,5 uM ANA
T6 C,A; 2,55 ijk 2,5 uM BAP + 1,5 uM ANA
T3 CiA; 2,26 jk 4,5 uM BAP + 0 uM ANA
T4 CA, [197 k [6,5uM BAP+ 0 uM ANA

CV: 6,78%

Letras diferentes: Diferencia en la prueba de Tuckey (a 0,05)

51



Propiedad Intelectual de la Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa

Los resultados de los tratamientos en estudio se muestran en el cuadro 13, evaluados a los
28 dias después de la siembra, segun el analisis de varianza (ANVA) en el anexo (cuadro
40) sobre la evaluacion de altura foliar a los 28 dias después de la siembra en la fase | de
multiplicacién no se tiene diferencia significativa entre bloques sin embargo existe

diferencia significativa entre tratamientos con un coeficiente de variabilidad 6,78%.

A nivel de tratamientos en estudio se ha encontrado diferencia significativa al 5% de error
experimental, siendo T1 (4,96 cm) y T5 (5,57 cm) los tratamientos que reportan la mayor
altura foliar, mientras que T6 (2,55 cm), T3 (2,26 cm) y T4 (1,97 cm) presentan la menor

altura foliar.

De tal manera que sin la incorporacién de Citoquinina obtenemos una mayor altura foliar,
mientras que en concentraciones altas para el caso de alcachofa inhibe el crecimiento
longitudinal, presentando por el contrario formaciones callosas, por otro lado las auxinas
desempefian una funcion importante en la expansion de las células de tallos y coleoptilos
(Weaver, 1996).

CUADRO 14:

Altura foliar de plantulas (cm) a los 28 dias después de la siembra a nivel de factores
principales en la fase | de multiplicacion in vitro de alcachofa Cynara scolymusL. Var.
Blanca de Tudela. Arequipa 2011.

Factores principales

Citoquinina [Promedio | Concentracion |Auxina| Promedio | Concentracién
a 449 a 0 uM BAP A; [366a 2,5 uM ANA
Cs 3,05 b 4,5 UM BAP A, [344ab 1,5 uM ANA
C, 3,00 b 6,5 UM BAP A, [336 b 3,5 uM ANA
C, 2,88 b 2,5 uM BAP Ay 296 ¢ 0 uM ANA

Alrealizar la prueba de Tuckey (o 0,05),vemos que la mejor respuesta para el factor
principal Citoquinina(BAP) es la concentracion 0 pM con 4,49cm superando
estadisticamente al resto de concentraciones. Vemos que al ir incrementando la

concentracion de Citoquinina, va disminuyendo la altura de las yemas.

Una de las principales funciones de las Citoquininas es la division celular, eliminando el
reposo de yemas laterales, provocando que el alargamiento de la yema principal se detenga
(Weaver, 1996).
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Para el factor principal Auxina, obtenemos la mayor altura con la concentracion 2,5 pM
con un promedio de 3,66 cm seguida de la concentracion 1,5 con 3,44 cm diferentes de la

concentracion O uM con un promedio de 2,96 cm (Cuadro 14).

Podemos observar que al incorporar 2,5 uM de este regulador obtenemos el mayor
promedio de altura foliar pero concentraciones mayores como es ¢l caso de 3,5 uM la
altura foliar empieza a disminuir; asi, sin la incorporacion de este regulador obtenemos el

menor promedio.

En el cuadro 15se observa el ritmo de crecimiento de las plantulas a los 7, 14, 21 y 28 dias
después de la siembra en la fase | de multiplicacion, para el caso de la Citoquinina (BAP),
al no aplicar este regulador se obtiene el mayor valor, ya que estos tratamientos, sin
Citoquinina, tiende a desarrollar longitudinalmente, y al no formar nuevos brotes, y no
haber por lo tanto division celular, la yema inicial presenta una evidente dominancia
apical, sin signos de multiplicacion, no asi con las otras concentraciones.

Se puede observar también que el ritmo de crecimiento en las Gltimas semanas es mas

lento comparado con las primeras semanas.

Si comparamos la concentracion 0 uM con la concentracion 2,5 uM, vemos que a los 28
dias, la primera supera en casi el doble de Altura Foliar a la concentracion 2,5 pM,
alcanzando esta Ultima el tamafio promedio de 2,88 cm.

CUADRO 15:

Ritmo de crecimiento (cm) de plantulas en la fase | de multiplicacién in vitro de alcachofa
Cynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela. Arequipa 2011.

REGULADORES DE CRECIMIENTO (pM)
D.D.S. CITOQUININA (BAP) AUXINA (ANA)
0 2,5 4,5 6,5 0 1,5 2,5 3,5
7 2,98 2,12 2,23 2,26 1,81 2,25 2,64 2,45
14 3,91 2,54 2,80 2,87 2,52 2,90 3,22 2,86
21 4,17 2,71 2,96 2,91 2,74 3,20 3,57 3,19
28 4,49 2,88 3,05 3,00 2,96 3,44 3,66 3,36

Para el caso del factor Auxina vemos que sin la aplicacion de este regulador, Aux. 0 uM,
se tiene una altura a los 28 dias después de la siembrade 2.96 cm, mientras que con
laconcentracion 2,5 uM se obtiene el mayor promedio en altura foliar siendo 3,66 cm, por

otro lado concentraciones altas de 3,5 uMla altura empieza a disminuir.
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GRAFICO N° 7:Ritmo de crecimiento (cm) de plantulas de alcachofa Cynara scolymus L.
Var. Blanca de Tudela en la fase | de multiplicacién in vitro con el uso de citoquinina
(BAP). Arequipa 2011.
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GRAFICO N° 8:Ritmo de Crecimiento (cm) de Plantulas de Alcachofa Cynara
scolymusL. Var. Blanca de Tudela en La Fase | de Multiplicacion in vitrocon el uso de
Auxina (ANA). Arequipa 2011.
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4.2.2. Numero de brotes
El cuadro 16presenta los promedios de nimero de brotes de los diferentes

tratamientos de la fase | de multiplicacion durante el desarrollo del experimento.

CUADRO 16:

NUmero de Brotes a los 28 dias después de la siembra en La Fase | de Multiplicacion in
vitro de Alcachofa Cynara scolymusL. Var. Blanca de Tudela. Arequipa 2011.

Tratamiento| Clave Promedio Informacion adicional
T2 C,A; 4,56 a 2,5 uM BAP + 0 uM ANA
T6 CA, 3,81 ab 2,5 uM BAP + 1,5 uM ANA
T11 CsA;  [356 bc 4,5 uM BAP +2.5 uM ANA
T10 C,A; 3,44 Dbcd 2,5 uM BAP + 2,5 uM ANA
T3 CiA; 3,38 bcd 4,5 uM BAP + 0 uM ANA
T14 C,A, [3,38 bcd 2,5 uM BAP + 3,5 uM ANA
T7 CsA; 3,06 bcde 4,5 UM BAP + 1,5 uM ANA
T8 C.A; 2,88 cde 6,5 UM BAP + 1,5 uM ANA
T15 CiA, 2,88 cde 4,5 uM BAP + 3,5 uM ANA
T4 CiA; 2,69 de 6,5 UM BAP + 0 uM ANA
T16 C.A, |2B0 e 6,5 UM BAP + 3,5 uM ANA
T12 CA:. | e 6,5 UM BAP + 2,5 uM ANA
T1 C.A; 1,00 f 0 pM BAP + 0 uM ANA
T5 C.A; 1,00 f 0 puM BAP + 1,5 uM ANA
T9 C.A; 1,00 f 0 uM BAP + 2.5 uM ANA
T12 C/A;  |1,00 f |0 uM BAP +3,5 uM ANA

CV: 11,64%

Letras diferentes: Diferencia en la prueba de Tuckey (a 0,05)

Segun el analisis de varianza (ANVA) en el anexo (cuadro 41) sobre la evaluaciéon de
namero de brotes a los 28 dias después de la siembra en la fase | de multiplicacion, se
observa que existe diferencia significativa entre bloques y también entre tratamientos con

un coeficiente de variabilidad 11,64%.

Las citoquininas generalmente son necesarias para inducir la division celular de las células

vegetales in vitro (Lincoln, 2007).

El cuadro 16 muestra los promedios de cada uno de los tratamientos, donde T2 (4,56
brotes/explante) y T6 (3,81 brotes/explante) muestran los valores més altos de formacion
de nuevos brotes sobre 1 brote/explante de los tratamientos: T1, T5, T9y T12.

Skoog y Miller, (1995) citado por (Lincoln, 2007) observaron que relaciones altas de
auxina/citoquinina estimulan la formacion de raices, valores bajos de la relacion
auxina/citoquinina dan lugar a la formacién de brotes. A niveles intermedios el tejido crece

como un callo indiferenciado.
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CUADRO 17:

Numero de brotes a los 28 dias después de la siembra a nivel de factores principales en la
fase | de multiplicacion in vitro de alcachofa Cynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela.
Arequipa 2011.

Factores principales
Citoquinina | Promedio Concentracion | Auxina | Promedio Concentracion
C, 3,80a 2,5 uM BAP Ay 291a 0 uM ANA
Cs 322 b 4,5 uM BAP A, 2,69 ab 1,5 uM ANA
Cy 263 ¢ 6,5 uM BAP Az 2,61 b 2,5 UM ANA
C, 1,00 d 0 uM BAP Ay 2,44 b 3,5 UM ANA

Al realizar la prueba de Tuckey (o 0,05), vemos que la mejor respuesta para el factor
principal Citoquinina (BAP), es 3,80 brotes/explante de la concentracion 2,5 uM, diferente
estadisticamente al resto de la concentraciones siendo el menor valor el promedio 1
brote/explante obtenido de la concentracion 0 uM.Se observa que al no incorporar este
regulador al medio, no hay multiplicacion del explante, es decir, no se obtienen nuevos
brotes. Al ir incrementando la concentracion, en este caso a 2,5 uM se obtienen el mas alto
valor, superando a las concentraciones 4,5 uM y 6,5 uM, que obtienen promedios de 3,22
y 2,63 brotes/explante respectivamente y que muestran, ademas, porcentajes de formacion

de callo.

Lincoln, (2007) menciona que las Citoquininas, actGan en las células vegetales,
directamente en la division celular, especificamente en la fase de mitosis, demostrando que
al no incorporar Citoquinina al medio, ningln tratamiento presentd multiplicacion y

también que altas concentraciones de este regulador resultan ser limitantes.

El nimero de brotes es una variable importante en la fase de multiplicacion ya que a mayor
numero de brotes se tendra una mayor tasa de multiplicacion. Orellana (1998) indica que la
proliferacion de brotes axilares se logra con la adicion de Citoquininas en el medio de
cultivo para romper la dominancia apical y estimular la brotacion de las yemas que se

encuentran en las axilas de las hojas.

Para el factor principal Auxina (ANA), al no incorporarla en el medio obtenemos 2,91
brotes/explante, seguido se 2,69 brotes/explante a una concentracion de 1,5uM
disminuyendo el numero de brotes conforme se aumenta la concentracion de Auxina,

obteniendo 2,61 y 2,44 brotes/explante con 2,5 uM y 3,5uMrespectivamente, (Grafico 10),
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demostrando que concentraciones altas de este regulador causan efectos negativos si se

quiere obtener multiplicacion.
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GRAFICO N° 9:Efecto de la citoquinina (BAP) en el nimero de brotes en la fase | de
multiplicacién in vitro de alcachofa Cynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela. Arequipa

2011.
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GRAFICO N° 10:Efecto de la auxina (ANA) en el ndmero de brotes en la fase | de
multiplicacion in vitro de alcachofa Cynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela. Arequipa
2011.
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4.2.3. Namero de hojas
En el cuadro 18 se consignan los datos de los promedios para el nimero de hojas

en la fase | de multiplicacion.

CUADRO 18:

NUmero de hojas en plantula a los 28 dias después de la siembra en la fase | de
multiplicacién in vitro de alcachofa Cynara scolymusL. Var. Blanca de Tudela Arequipa
2011.

Tratamiento| Clave Promedio Informacion adicional
T2 CA, [1975a 2,5 UM BAP + 0 uM ANA
T6 C.AfF [1713ab 2,5 UM BAP + 1.5 uM ANA
T11 CsA; 16,06 b 4,5 uM BAP + 2,5 uM ANA
T14 CA, [14.88 hc 2,5 uM BAP + 3.5 uM ANA
T10 C,A; 12,56 cd 2,5 uM BAP + 2.5 uM ANA
T3 A [12,3) Yed 4,5 uM BAP + 0 uM ANA
T4 C/A;, [1156 de 6,5 UM BAP + 0 uM ANA
T7 CsA; 10,75 de 4,5 uM BAP + 1,5 uM ANA
T14 CA, [1044 de 4,5 uM BAP + 3.5 uM ANA
T12 CiA; 10,38  def 6,5 UM BAP + 2,5 uM ANA
T8 C/A, [894 ef 6,5 uM BAP + 1,5 uM ANA
T16 C.A, 7,69 f 6,5 uM BAP + 3,5 uM ANA
T9 C,/A; |463 g |0pMBAP+2,5uM ANA
T5 C.A; 4,38 g 0 uM BAP + 1,5 uM ANA
T13 C/A,  |4,06 g |0pMBAP+3,5 uM ANA
T1 CA;  [3,69 g |0puMBAP+0uM ANA

CV: 9,86%

Letras diferentes: Diferencia en la prueba de Tuckey (a 0,05)

El ANVA, cuadro 42 (Anexo) sobre la evaluacion del nimero de hojas a los 28 dias
después de la siembra en la fase | de multiplicacién, nos muestra que existe diferencia
significativa entre blogues y de igual manera entre tratamientos con un coeficiente de
variabilidad 6,78%.

A nivel de tratamientos en estudio se ha encontrado diferencia significativa al 5% de error
experimental, siendo T2 (19,75 hojas), T6 (17,13 hojas), T11 (16,06 hojas) y T14 (14,88
hojas) los tratamientos que reportan el mayor numero de hojas, mientras que T9 (4,63
hojas), T5 (4,38 hojas), T13 (4,06 hojas) y T1 (3,69 hojas) presentan el menor nimero de

hojas.

Cada hormona produce muchas respuestas fisioldgicas y frecuentemente esas respuestas se
yuxtaponen. Asi mismo quiza las hormonas no actdan solas, sino que interactian unas con
otras (Weaver, 1996).
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CUADRO 19:

Numero de hojas en plantula a los 28 dias después de la siembra a nivel de factores
principales en la fase | de multiplicacion in vitro de alcachofa Cynara scolymusL. Var.
Blanca de Tudela Arequipa 2011.

Factores principales

Citoquinina | Promedio | Concentracion | Auxina | Promedio | Concentracion
Cx 16,08 a 2,5 uM BAP A; |11.83a 0 uM ANA
Cs 12,39 b 4,5 uM BAP A; |1091ab 2,5 uM ANA
C, 9,64 c 6,5 UM BAP A, 110,30b 1,5 uM ANA
Cy 4,19d 0 uM BAP A, ]927c 3,5 UM ANA

Al realizar la prueba de Tuckey (o 0,05) vemos que el factor principal Citoquinina a una
concentracion de 2,5 uM se obtiene 16,08 hojas, diferente estadisticamente al resto de las

concentraciones, siendo la de menor valor la concentracion 0 uM con 4,19 hojas.

Al relacionar el nimero de hojas con el nimero de brotes que se forman, ya que cada brote
presenta de 4 a 5 hojas, es decir para el caso de la concentracion 2,5 uM que presenta el
mayor numero de brotes, esta misma concentracion presenta también el mayor nimero de

hojas.

Para el factor Auxina, la prueba de Tuckey nos muestra el promedio mas alto en la
concentracion 0 uM con 11,83 hojas, seguida de la concentracion 2,5 uM con 10,91

hojas,superandoestadisticamente a la concentracion de 3,5 pM que presenta 9,7 hojas.

4.2.4. Color de hojas
El cuadro 19, nos muestra en porcentaje el color de hojas que presentaron las
plantulas de los diferentes tratamientos en estudio, se tom¢ para la evaluacion la
siguiente escala de colores como base de una evaluacion cualitativa:
o Hojas verdes oscuro
o Hojas verdes

o Hojasverdes claro
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CUADRO 20:

Porcentaje de color de hojas de plantulas en la fase | de multiplicacion in vitro de alcachofa
Cynara scolymusl. Var. Blanca de Tudela Arequipa 2011.

REGULADORES DE CRECIMIENTO

COLOR DE (uM)
HOJAS CITOQUININA (BAP) AUXINA (ANA)

0 B | _45——65 0 15 | 25 | 35
VERDE
SEROr | 6250 | 1250 | - ' 25 | 1875 | 12550 | 18,75
VERDE | 3750 | 6875 | 5625 | 4375 | 50 | 4375 | 50 | 62,50
VERDE
g ~ 11875 | 4375 | 5625 | 25 | 37.50 | 37,50 | 18,75

Se puede observar en el cuadro 20, el resultado para el Factor Citoquinina que a medida
que aumenta los niveles de concentracion se va incrementando el porcentaje de color de
hojas verde claro obteniéndose asi un porcentaje de 56,25% con un empleo de Citoquinina
a 6,5 UM de concentracion, siendo esta caracteristica totalmente indeseable para fines de
propagacion.Mientras que en una concentracion de 0 uM no se presenta este color de

hojas.

En cuanto al factor Auxina, se observalos mas altos porcentajes de hojas de color verde en

los 4 niveles de concentracidn.
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GRAFICO Ne° 11:Efecto de la Citoquinina (BAP) en el % de Color de Hojas de Plantulas
en la Fase | de Multiplicacién in vitro de Alcachofa Cynara scolymusL. Var. Blanca de
Tudela. Arequipa 2011.
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GRAFICO N° 12:Efecto de la auxina (ANA) en el % de color de hojas de plantulas en la
fase | de multiplicacion in vitro de alcachofa Cynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela.
Arequipa 2011.

4.2.5. Formacion de callo
En el cuadro 21 se observa los porcentajes de la formacion de callo que presenta el
explante sometido a diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento, para el caso
de la Citoquinina, vemos que la concentracion 0 uM presenta 100% de plantulas sin callo
al igual que la concentracion 2,5 UM, mientras que las concentraciones 4,5 uM y 6,5 uM
presentan ligera formacién de callo incluso la concentracién 6,5 UM presenta un 12,50%
de explantes con callo, observandose asi, que a medida que se aumenta la concentracion de
Citoquinina se tiene la formacion de callo lo cual es negativo para los fines de

micropropagacion.

CUADRO 21:

Porcentaje de formacion de callo en plantulas en la fase | de multiplicacion in vitro de
alcachofa Cynara scolymusL. Var. Blanca de Tudela. Arequipa 2011.

REGULADORES DE CRECIMIENTO

TIPO DE (rM)
CALLO CITOQUININA (BAP) AUXINA (ANA)
0 25 4,5 6,5 0 15 25 35
SIN

CALLO 100 100 | 68,75 | 56,25 | 62,50 | 81,25 | 87,50 | 93,75
LIGERA
FORMACIGN - - 31,25 | 31,25 25 18,75 | 12,50 | 6,25

CON

CALLO - - - 12,50 | 12,50 - - -
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Para el caso de la Auxina (ANA), se puede observar que con una concentracion de 3,5 se
obtiene 93,75% de plantulas sin callo y un minimo porcentaje de plantulas con ligera

formacion de callo de 6,25%.

Las auxinas estimulan también la division celular, por ejemplo frecuentemente fomentan el

desarrollo de callos (Weaver, 1996).

Para quienes buscan la multiplicacién de plantas estrictamente clonal no es muy favorable
la formacion de callo, Krikorian (1991) se apoya en la teoria que la formacion de callos

constituye a menudo la base para obtener variacion genética e inestabilidad.

4.3. Fase Il de multiplicacién in vitro(Aproximaciones)

4.3.1. Altura foliar
En el cuadro 22, vemos los promedios de la altura de plantula de los diferentes

tratamientos durante el desarrollo del experimento expresados en centimetros:

CUADRO 22:

Altura foliar de plantulas (cm) a los 28 dias después de la siembra en la fase Il de
multiplicacién in vitro de alcachofaCynara scolymusL. Var. Blanca de Tudela. Arequipa
2011.

Tratamiento| Clave Promedio Informacion adicional
T1 CA;, |490a 0 uM BAP + 0 uM ANA
T13 C/A; |451ab 0 uM BAP + 1,5 uyM ANA
T5 C/A; 401 bc 0 uM BAP + 0,5 uM ANA
T9 CiAs J (3,71 cd 0 uM BAP + | uM ANA
T14 CA; [350 cd 2,0 uM BAP + 1.5 uM ANA
T10 C,A; (343 «cd 2 uM BAP + 1 uM ANA
T6 CA, 340 cd 2 uM BAP + 0,5 uM ANA
T11 C3A3 3,34 de 2,5 uM BAP + 1,0 uM ANA
T15 CA,  [326  def 2,5 uM BAP + 1,5 uM ANA
T7 CiA,  [311  def 2,5 UM BAP + 0,5 uM ANA
T8 CA, 276 efg 3,0 uM BAP + 0,5 uM ANA
T3 A efg 2,5 uM BAP + 0 uM ANA
T4 C/A, [268 fg 3,0 uM BAP + 0 uM ANA
T2 CA, |263 fg |2 uM BAP + 0 uM ANA
T16 C.A, 2,19 gh [3,0 uM BAP + 1,5 uM ANA
T12 C/A;  [1,99 h [3,0 M BAP + 1 uM ANA

CV: 7,58%

Letras diferentes: Diferencia en la prueba de Tuckey (a 0,05)
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Segun el anélisis de varianza (ANVA) en el anexo (cuadro 43) sobre la evaluacion de
altura foliar a los 28 dias después de la siembra en la fase Il de multiplicacion, se observa
que existe diferencia significativa entre blogues y también entre tratamientos con un

coeficiente de variabilidad 7,58%.

A nivel de tratamientos en estudio se ha encontrado diferencia significativa al 5% de error
experimental, siendo T1 (4,90 cm) y T13 (4,51 cm) los tratamientos que reportan la mayor
altura foliar, mientras que T16 (2,19 cm) y T12 (1,99 cm) presentan la menor altura foliar.

CUADRO 23:

Altura foliar de plantulas (cm) a los 28 dias después de la siembra a nivel de factores
principales en la fase Il de multiplicacion in vitro de alcachofaCynara scolymusL. Var.
Blanca de Tudela. Arequipa 2011.

Factores principales

Citoquinina | Promedio | Concentracion | Auxina | Promedio | Concentracion
C, 4,28 a 0 uM BAP A, |336a 1,5 uM ANA
C, 3,24 b 2,0 uM BAP A, 3,32 ab 0,5 UM ANA
Cs 3,10 b 2,5 uM BAP A; [323ab 0 uM ANA
C, 2,40 c 3,0 uM BAP A; |312b 1 uM ANA

Analizando los datos, mediante Tuckey (a 0,05), vemos que para el factor Citoquinina
(BAP), a menor concentracion de este regulador, se obtienen el valor més alto de Altura
Foliar (cm)en esta fase; asi tenemos, 4,28 cm para la concentracion 0 uM diferente
significativamente a las demas concentraciones, obteniendo el menor valor la

concentracion 3,0uM con 2,40 cm.

Al igual que en la fase | de multiplicacion, los valores mas altos de Altura Foliar los
alcanza la concentracion 0 uM y mientras se va aumentando la concentracion, los
promedios de Altura van disminuyendo.Para el caso de multiplicacion in vitro la Altura
Foliar es un parametro de importancia ya que nos muestra el crecimiento vegetativo que el
explante va desarrollando lo que indica que la concentracion empleada del o los

reguladores no esta causando ningun otro efecto que no sea el deseado para nuestros fines.

En el caso del Factor Auxina (ANA), se alcanza las mayores alturas foliares con las
concentraciones: 1,5 pM, 05 pM y 0 pM siendo 3,36 cm, 3,32 cm y 3,23 cm

respectivamente a diferencia de la concentracion 1 uM con 3,12 cm.
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GRAFICO N° 13:Efecto de la citoquinina (BAP) en la altura de plantula en la fase Il de
multiplicacién in vitro de alcachofa Cynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela. Arequipa
2011,
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GRAFICO N°14:Efecto de la auxina (ANA) en la altura de plantula en la fase Il de
multiplicacion in vitro de alcachofa Cynara scolymus L. Var. Blanca de TudelaArequipa.
2011.
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En el Cuadro 24 Se observa el Ritmo de Crecimiento de las plantulas en la Fase Il de
multiplicacién, para el caso ce la Citoquinina (BAP), al no aplicar este regulador, se
obtiene el mayor valor, debido a la ausencia de Citoquinina estos tratamientos, tienden a
desarrollarse longitudinalmente, y al no formar nuevos brotes, y no haber por lo tanto
division celular, la yema inicial presenta una evidente dominancia apical, sin sintomas de

multiplicacion, lo que no sucede con las otras concentraciones.

CUADRO 24:

Ritmo de crecimiento (cm) de plantulas en la fase Il de multiplicacion in vitro de alcachofa
Cynara scolymusL. Var. Blanca de Tudela. Arequipa 2011.

REGULADORES DE CRECIMIENTO (uM)
D.D.S. CITOQUININA (BAP) AUXINA (ANA)
0 2,0 2,5 3,0 0 05 1,0 15
7 302 [211 [194 [150 [202 |187 [216 |250
14 381 [283 [269 |203 (298 |274 |259 |309
21 405 |312 [286 [238 (320 [317 |289 |324
28 428 324 311 |241 [323 [332 [312 |337

Para el caso de la Auxina, vemos que la concentracion 1,5 pM alcanza el mayor valor de

altura foliar.
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GRAFICO Ne 15:Ritmo de crecimiento (cm) de plantulas de alcachofa Cynara scolymus L. Var.
Blanca de Tudela en la fase Il de multiplicacion in vitro con el uso de citoquinina (BAP). Arequipa
2011.
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GRAFICO N° 16:Ritmo de crecimiento (cm) de plantulas de alcachofa Cynara scolymus L. Var.
Blanca de Tudela en la fase Il de multiplicacion in vitro con el uso de auxina (ANA). Arequipa

2011.

4.3.2. NUmero de brotes

Los promedios de numero de brotes de los diferentes tratamientos de la Fase 1l

de multiplicacion se consignan en el cuadro 25:

CUADRO 25:

Ndmero de brotes a los 28 dias despues de la siembra en la fase Il de multiplicacion in

vitro de alcachofa Cynara scolymusL. Var. Blanca de Tudela. Arequipa 2011.

Tratamiento| Clave Promedio Informacion adicional
T3 CsA; 4,69 a 2,5 uM BAP + 0 uM ANA
T2 C,A;, [425ab 2,0 uM BAP + 0 uM ANA
T7 C:A, [3,69bc 2,5 uM BAP + 0,5 uM ANA
T6 C,A, [3,63bcd 2,0 uM BAP + 0,5 uM ANA
T4 C.A; 3,38 cde 3,0 uM BAP + 0,5 uM ANA
T8 C.A, |3,25cde 3,0 uM BAP + 0,5 uM ANA
T10 C,A; 3,25 cde 2,0 uM BAP + 1,0 uM ANA
T11 C:A;  [3,13cde 2,5 uM BAP + 1,0 uM ANA
T14 C,A, |3,00 def 2,0 uM BAP + 1,5 uM ANA
T15 CsA, 2,75 efg 2,5 UM BAP + 1,5 uM ANA
T12 C.A; 2,44 fg 3,0 uM BAP + 1,0 utM ANA
T16 C.A, 2,13 g 3,0 uM BAP + 1,5 uM ANA
T1 C,A;,  [1,00h 0 uM BAP + 0 uM ANA
T5 C.A; 1,00 h 0 uM BAP + 0,5 uM ANA
T9 C.A; 1,00 h 0 uM BAP + 1 uM ANA
T13 C/A, [1,00h 0 uM BAP + 1,5 uM ANA

CV: 9,63%

Letras diferentes: Diferencia en la prueba de Tuckey (a 0,05)

Segun el analisis de varianza (ANVA) en el anexo (cuadro 44) sobre la evaluacion de

numero de brotes a los 28 dias después de la siembra en la fase 1l de multiplicacion, se
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observa que existe diferencia significativa entre bloques y también entre tratamientos con

un coeficiente de variabilidad 9,63%.

El cuadro 25 muestra los promedios de cada uno de los tratamientos, donde T3 (4,69
brotes/explante) y T2 (4,25 brotes/explante) muestran los valores mas altos de formacion

de nuevos brotes sobre 1 brote/explante de los tratamientos: T1, T5, T9y T13.

En ausencia de Citoquinina, la Auxina provoca el alargamiento celular en los tejidos
cultivados, pero en presencia de esta se obtiene una division celular mediada por la
Citoquinina, sin embargo, un exceso de Auxinas puede suprimir esta division y aun el

crecimiento celular (Garcia, 2006).

CUADRO 26:

Ndmero de brotes a los 28 dias después de la siembra a nivel de factores principales en la
fase Il de multiplicacion in vitro de alcachofa Cynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela.
Arequipa 2011.

Factores principales

Citoquinina | Promedio | Concentracion | Auxina | Promedio | Concentracion
Cs 3,56 a 2,5 uM BAP Ay 3,33 a 0 uM ANA
C, 3,53a 2,0 uM BAP A, |289b 0,5 uM ANA
Cy 2,80 b 3,0 uM BAP Az 2,45 ¢ 1,0 uM ANA
C 1,00 ¢ 0 uM BAP A, |222¢ 1,5 uM ANA

Analizando los datos y realizando la prueba de Tuckey (a 0,05) vemos que los mas altos
valores en Numero de Brotes para el caso del FactorCitoquinina (BAP) lo obtenemos con
25 UM y 2,0 puMde concentracion que nos da un promedio de 3,56 y 3,53 brotes
respectivamente, superando estadisticamente al resto de concentraciones, siendo la menor,
la concentracion 0 UM con 1 brote.Vemos que al ir incrementando la concentracion de
Citoquinina, va disminuyendo la multiplicacion o formacion de nuevos brotes, resultando

nula en el caso de no adicionar este regulador (Grafico N° 17).

Este resultado demuestra la accion positiva de la Citoquinina (BAP) sobre la formacion de
nuevos brotes. Por lo que es efectiva la adicion de este Regulador de Crecimiento de forma
exogena que desencadend el estimulo de los procesos de division mitética (Raven, 1992).

Para el caso del regulador Auxina (ANA), la concentracién con mayor valor en el
promedio fue el de 0 uM con 3,33 brotes por explante. Ratificando los resultados de la

fasel de multiplicacion, donde también, podemos ver que al ir incrementando la

67



Propiedad Intelectual de la Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa

concentracion de Auxina en el medio, los promedios en nimero de brotes disminuyen
(Gréfico N° 18).
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3 28
2.5
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N

GRAFICO N° 17:Efecto de la citoquinina (BAP) en el nimero de brotes en la fase Il de
multiplicacion in vitro de alcachofa Cynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela. Arequipa
2011.
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GRAFICO N° 18:Efecto de la auxina (ANA) en el nimero de brotes en la fase Il de
multiplicacién in vitro de alcachofa Cynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela Arequipa.
2011.
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4.3.3. Namero de hojas
En el cuadro 27se consignan los datos de los promedios para el nimero de hojas.

CUADRO 27:

NUmero de hojas en plantula a los 28 dias después de la siembra en la fase Il de
multiplicacion in vitro de alcachofa Cynara scolymusL. Var. Blanca de Tudela. Arequipa
2011.

Tratamiento| Clave Promedio Informacion adicional
T3 C:A,  [2294a 2,5 uM BAP + 0 uM ANA
T2 C,A; [18,00b 2,0 uM BAP + 0 uM ANA
T7 C:A;  |17,19b 2,5 UM BAP + 0,5 uM ANA
T6 C,A, |15,94bc 2,0 uM BAP + 0,5 uM ANA
T4 C/A, |1369cd 3,0 uM BAP + 0 uM ANA
T10 C,A; |13,13cd 2,0 uM BAP + 1 uM ANA
T8 C/A; |13,06cd 3,0 uM BAP + 0,5 uM ANA
T11 CsA; 11,75 de 2,5 uM BAP + 1,0 uM ANA
T14 CA, [11,38de 2,0 uM BAP + 1.5 uM ANA
T15 CsA, 11,13 def 2,5 uM BAP + 1,5 uM ANA
T12 C.A;  |9,88ef 3,0 uM BAP + 1,0 uM ANA
T16 C.A, 8,31f 3,0 uM BAP + 1,5 uM ANA
T13 C/A, [431g 0 uM BAP + 1,5 uM ANA
T9 C/A; |394¢g 0 uM BAP + 1,0 uM ANA
T1 CA; |38lg 0 uM BAP + 0 uM ANA
T5 C/A; |375¢g 0 uM BAP + 0,5 uM ANA

CV: 9,88%

Letras diferentes: Diferencia en la prueba de Tuckey (a 0,05)

El ANVA, cuadro 45 (Anexo) sobre la evaluacion de nimero de hojas a los 28 dias
después de la siembra en la fase | de multiplicacién, nos muestra que existe diferencia
significativa entre bloques y de igual manera entre tratamientos con un coeficiente de
variabilidad 9,88%.

A nivel de tratamientos en estudio se ha encontrado diferencia significativa al 5% de error
experimental, siendo T3 (22,94 hojas) el tratamiento que reporta el mayor nimero de
hojas, mientras que T13 (4,31 hojas), T9 (3,94 hojas), T1 (3,81 hojas) y T5 (3,75 hojas)

presentan el menor nimero de hojas.

Al relacionar el niumero de hojas con el nimero de brotes que se forman, ya que cada brote
presenta de 4 a 5 hojas, es decir para el caso de la concentracion 2,5 uM que presenta el
mayor nimero de brotes, esta misma concentracion presenta también el mayor numero de

hojas.

CUADRO 28:
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Numero de hojas en plantula a los 28 dias después de la siembra a nivel de factores
principales en la fase Il de multiplicacion in vitro de alcachofa Cynara scolymusL. Var.
Blanca de Tudela. Arequipa 2011.

Factores principales

Citoquinina | Promedio | Concentracién | Auxina | Promedio | Concentracion
Cs 15;75a 2,5 uM BAP A 14,61 a 0 uM ANA
C, 14,61 Db 2,0 uM BAP A, 12,48 b 0,5 uM ANA
Cy 11,23 ¢ 3,0 uM BAP A; |967c 1,0 uM ANA
C 3,95d 0 uM BAP A, |878¢c 1,5 uM ANA

Al realizar la prueba de Tuckey, (a: 0,05), vemos que la concentracion 2,5uM de
Citoquinina, con un promedio de 15,75 hojas supera significativamente al tratamiento
tratado sin Citoquinina cuyo promedio es de 3,95 hojas.Al igual que en la Fase | de
multiplicacién al relacionarlo con el Numero de Brotes formados, vemos que mientras mas

brotes proliferen, el nimero de hojas aumentara.

Para el factor Auxina, nos muestra el promedio mas alto en la concentracion 0 pM, con
14,61 hojas superando estadisticamente al resto de concentraciones.Al relacionarlo con el
namero de brotes, vemos que nulas concentraciones de Auxina, presenta un alto promedio

de formacion de hojas.

4.3.4. Color de hojas
El cuadro 29 nos presenta en porcentaje el color que presentan las hojas en la
Fase Il de multiplicacion en los dos reguladores de crecimiento en sus diferentes

concentraciones.

CUADRO 29:
Porcentaje de color de hojas de plantulas en la fase Il de multiplicacion in vitro de

alcachofa Cynara scolymusL. Var. Blanca de Tudela. Arequipa 2011.

REGULADORES DE CRECIMIENTO

COLOR DE (M)
HOJAS CITOQUININA (BAP) AUXINA (ANA)

0 20 | 25 | 30 0 05 | 10 | 15
VERDE
o | 6875 | 4375 | 625 | - | 4375 | 25 | 3125 | 1875
VERDE | 3195 | 5625 | 8125 | 6875 | 50 | 5625 | 56,25 | 75,00
VERDE
JERRE i - | 1250 | 3125 | 625 | 1875 | 1250 | 6.25
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Para la Citoquinina (BAP), se observa porcentajes altos de hojas de color verde en las
diferentes concentraciones, se observa también un porcentaje bajo de hojas de color verde
claro con las concentraciones 2,5 uM y 3,0 uM, mientras que las concentraciones 0 uM y
2,0 uM no presentan hojas de color verde claro; comparando con los porcentajes de la Fase
I de multiplicacion, vemos que estos valores descienden posiblemente por la disminucién

de las concentraciones de los reguladores.

Para el caso de la Auxina (ANA), vemos también porcentajes altos de hojas de color verde

en las diferentes concentraciones y porcentajes bajos de hoja de color verde claro.
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GRAFICO N 19:Efecto de la citoquinina (BAP) en el % de color de hojas de plantulas en la fase
Il de multiplicacion in vitro de alcachofa Cynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela. Arequipa

2011.
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GRAFICO Ne 20:Efecto de la auxina (ANA) en el % de color de hojas de plantulas en la fase 11 de
multiplicacidn in vitro de alcachofa Cynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela. Arequipa 2011.

4.4. FASE DE ENRAIZAMIENTO
Después de realizar las Fases | y 1l de multiplicacion, las plantulas provenientes de la
Fase Il de multiplicacidn, se individualizan para transferirlas a un medio donde logren
emitir raices para luego ser llevadas a condiciones de invernadero.
Para ello se realizaron dos ensayos: Ensayo | (ANA 'y BAP) y Ensayo |l (AIB y BAP).

4.4.1. Ensayo | de enraizamiento

Previamente al analisis estadistico de las variables altura foliar, nimero y longitud
de raices se determin0 el porcentaje de enraizamiento en cada tratamiento. Se
observo que solo T1, T5, T6, T11l y T13 presentaron raices por lo que estos
tratamientos fueron tomados en cuenta para el analisis estadistico aplicando el

Diseio de Bloques Completos al Azar.
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CUADRO 30:

Numero total de plantas enraizadas en la fase de enraizamiento (ensayo 1) in vitro de
alcachofa Cynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela. Arequipa 2011.

T Auxina Citoquinina Cantidad y porcentaje
ANA (uM) BAP (uM) de plantulas enraizadas

1 0,0 0,0 14 (70%)

2 0,0 0,5 0 (0%)

3 0,0 1,0 0 (0%)

4 0,0 15 0 (0%)

5 0,5 0,0 10 (50%)

6 0,5 0,5 6 (30%)

7 05 1,0 0 (0%)

8 0,5 1,5 0 (0%)

9 1,5 0,0 0 (0%)

10 1,5 0,5 0 (0%)

11 15 1,0 5 (25%)

12 1,5 1,5 0 (0%)

13 2,5 0,0 6 (30%)

14 2,5 0,5 0 (0%)

15 2,5 1,0 0 (0%)

16 2,5 15 0 (0%)

4.4.1.1. Altura foliar
En el cuadro 31 se presenta los promedios de los tratamientos referentes a

Altura Foliar de plantula en la fase de enraizamiento in vitro de alcachofa.

CUADRO 31:

Altura foliar de plantulas (cm) a los 21 dias después de la siembra en la fase de
enraizamiento (ensayo I) in vitro de alcachofa Cynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela.
Arequipa 2011.

TRAT. | PROM. Informacion Adicional
T1 |453a 0 UM ANA + 0 UM BAP
T5 |3,59 0,5 UM ANA + 0 pM BAP
T13 3,24bc 2,5 UM ANA + 0 uM BAP
T11 2,76¢d 1,5 uM ANA + 1,0 uM BAP
T6  |2,50d 0,5 UM ANA + 0,5 UM BAP
CV: 6,76%

Letras diferentes: Diferencia en la prueba de Tuckey (a 0,05)

El ANVA, cuadro 46 (Anexo) sobre la evaluacion de altura foliar a los 21 dias después de
la siembra en la fase de enraizamiento (Ensayo 1), nos muestra que no se tiene diferencia
significativa entre blogques y si entre tratamientos con un coeficiente de variabilidad
6,76%.
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Raven, (1992) menciona que la primera aplicacion practica que tuvieron las auxinas se
relaciona con su efecto promotor de la formacion de raices adventicias, sin embargo la
aplicacion de grandes cantidades de auxina alrededor de las raices ya en la fase de

crecimiento, normalmente inhibe su crecimiento.

Al realizarse el anélisis para la variable altura foliar T1 (4,53 cm) presentan el mayor
promedio, este tratamiento presenta diferencia significativa de acuerdo a la prueba de
Tuckey realizada con un nivel de significancia de a 0,05 (Cuadro 31), mientras que el

menor promedio lo presenta el tratamiento T6 (2,50 cm).

Las plantulas de alcachofa en el medio de Multiplicacion, al estar en “racimo” no forman
raices individuales, por lo que necesitan ser transferidas a un medio, donde ya

individualizadas formen sus propias raices.
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GRAFICO N° 21:Altura foliar de plantulas (cm) a los 21 dias después de la siembra en la
fase de enraizamiento (ensayo l)in vitro de alcachofa Cynara scolymus L. Var. Blanca de
Tudela. Arequipa 2011.

4.4.1.2. Namero de raices
En el cuadro 32 se presenta los promedios de los tratamientos
correspondientes al nimero de raices de plantula en la fase de enraizamiento

(Ensayo 1) in vitro de alcachofa.
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CUADRO 32:

Numero de raices por plantula a los 21 dias después de la siembra en la fase de
enraizamiento (ensayo 1) in vitro de alcachofaCynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela.

Arequipa 2011.

TRAT. | PROM. Informacion Adicional
T1 [2,01a 0 UM ANA + 0 UM BAP
T6  |1,75ab 0,5uM ANA + 0,5 UM BAP
T13  [1,46hc 2,5 UM ANA + 0 uM BAP
T5 1,29¢ 0,5 uM ANA + 0 uM BAP
Tl [1,19% 1,5 uM ANA + 1,0 uM BAP
CV:9,78%

Letras diferentes: Diferencia en la prueba de Tuckey (a 0,05)

El ANVA, cuadro 47 (Anexo) sobre la evaluacion de nimero de raices a los 21 dias
después de la siembra en la fase de enraizamiento (Ensayo I), nos muestra que existe
diferencia significativa entre bloques y de la misma manera entre tratamientos con un
coeficiente de variabilidad 9,78%.

El enraizamiento se caracteriza por ser la fase mas voluminosa de todo el proceso pues en
ella cada brote, esqueje o yema de forma individual que se ha formado durante la fase de
multiplicacion, debe ser cultivada y manipulada in vitro para que, ademas de crecer y
desarrollar un seudotallo o tallo con las primeras hojas, forme y desarrolle varias raices que
le permitan comenzar la absorcion de nutrientes al transplantarse sobre un sustrato
enriquecido y convertirse en vitroplanta aclimatada lista para llevarse al campo (Orellana,
1998).

La capacidad potencial de diferenciacion, division y morfogénesis depende no soélo de la
concentracion de auxina en el medio sino también el nivel endégeno del mismo en la

planta y la interaccion entre estas dos fuentes (Garcia, 2006).

En la fase de enraizamiento (Ensayo I), en el parametro NUmero de Raices, vemos que los
mayores promedios lo obtenemos delos tratamientos T1 (3 raices/plantula) y T6 (1,75
raices/plantula), mientras que los menores valores lo obtenemos de los tratamientos T5
(1,29 raices/plantula) y T11 (1,19 raices/pléntula), estos dos Ultimos tratamientos no
presentan diferencias significativas entre si de acuerdo a la prueba de Tuckey realizada con
un nivel de significancia de o 0,05 (Cuadro 47).
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GRAFICO N° 22:Numero de raices por plantula en la fase de enraizamiento (ensayo I) in vitro de
alcachofa Cynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela. Arequipa 2011.

4.4.1.3. Longitud de raices
En el Cuadro 33 se presentan los promedios para el parametro Longitud de

raices en la fase de enraizamiento (Ensayo 1) in vitro de alcachofa:

CUADRO 383:

Longitud de raices (cm) a los 21 dias en la fase de enraizamiento (ensayo l)in vitro de
alcachofa Cynara scolymusL. Var. Blanca de Tudela. Arequipa 2011.

TRAT. | PROM. Informacion Adicional
T1 |367a 0 UM ANA + 0 pM BAP
T11 3,29ab 1,5 uM ANA + 1,0 uM BAP
T13  [3,18b 2,5 UM ANA + 0 M BAP
T6 |3,08b 0,5 uM ANA + 0,5 UM BAP
T5 |3,00b 0,5 UM ANA + 0 M BAP
CV: 5.36%

Letras diferentes: Diferencia en la prueba de Tuckey (a 0,05)

Segun el andlisis de varianza (ANVA) en el anexo (Cuadro 48) sobre la evaluacion de
longitud de raices a los 21 dias después de la siembra en la fase de enraizamiento (Ensayo
1), se observa que existe diferencia significativa entre bloques y también entre tratamientos

con un coeficiente de variabilidad 5,36%.

Al realizarse el analisis para la variable longitud de raices T1 (3,67 cm) presenta el mayor
promedio de longitud de raices seguido de T11 (3,29 cm); mientras que los menores

promedios lo presentan T13 (3,18 cm), T6 (3,08 cm) y T5 (3,00 cm), estos tres
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tratamientos no presentan diferencias significativas entre si de acuerdo a la prueba de
Tuckey realizada con un nivel de significancia de a 0,05 (Cuadro 48).

Si bien las raices no son del todo funcionales debido a la escasez de pelos absorbentes que
no se desarrollan in vitro, un mayor tamafio y un mayor nimero de raices inducen la
formacion ex vitro de nuevas raices y pelos absorbentes, que extraeran del suelo los

nutrientes necesarios para el desarrollo de la plantula (Raven, 1992).
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GRAFICO N° 23:Longitud de raices por plantula en la fase de enraizamiento (ensayo I) in vitro
de alcachofa Cynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela. Arequipa 2011.

4.4.1.4. Grosor de raices
El cuadro 34 muestra en porcentajes la respuesta de los explantes para el
pardmetro grosor de las raices en la fase de enraizamiento (Ensayo 1) de

alcachofa.

CUADRO 34:

Porcentaje de grosor de raices en la fase de enraizamiento (ensayo |) in vitro de alcachofa
Cynara scolymusL. Var. Blanca de Tudela. Arequipa 2011.

CROSOR REGULADORES( IILDDE)CRECIMIENTO
RR'I?Z AUXINA (ANA) CITOQUININA (BAP)
0 Wi —- 0 05 | 10 | 15
GRUESA 16409 | 25 ] 80 | 5714 | - i i
MEDIA | 3579 | 6250 | 75 20 | 42,86 | 6667 | 75 i
DELGADA i 125 | 25 ] - | 3333 | 25 i
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En el cuadro 34, se observa que en el caso de la Auxina, la concentracion 2,5 M presenta
mayor porcentaje de plantulas con raices gruesas seguida de la concentracion 0 pM que
presenta 64,29%,

ademas se

tiene un alto porcentaje de

lasconcentraciones de 0,5 uMy 1,5 uM con 62,50 y 75% respectivamente.

En el caso de la Citoquinina, se puede observar que las concentraciones 0,5 uM y 1,0 uM

tienen porcentajes altos en la escala de grosor de raiz media.

4.4.2. Ensayo Il de enraizamiento

Previamente al analisis estadistico de las variables altura foliar, niUmero y
longitud de raices se determind el porcentaje de enraizamiento en cada
tratamiento. Se observo que sélo T1, T5, T8, T9 y T15 presentaron raices por lo

que estos tratamientos fueron tomados en cuenta para el analisis estadistico

aplicando el Disefio de Bloques Completos al Azar.

CUADRO 35:

NUmero total de plantas enraizadas en la fase de enraizamiento (ensayo Il) in vitro de

alcachofaCynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela. Arequipa 2011.

T Auxina | Citoquinina | Cantidad y porcentaje
AIB (uM) | BAP (uM) | de plantulas enraizadas

1 0,0 0,0 13 (65%)

2 0,0 0,5 0 (0%)

3 0,0 1,0 0 (0%)

4 0,0 1,5 0 (0%)

5 0,5 0,0 6 (30%)

6 0,5 0,5 0 (0%)

7 0,5 1,0 0 (0%)

8 0,5 1,5 7 (35%)

9 1,5 0,0 7 (35%)

10 1,5 0,5 0 (0%)

11 1,5 1,0 0 (0%)

12 1,5 1,5 0 (0%)

13 2,5 0,0 0 (0%)

14 2,5 05 0 (0%)

15 2,5 1,0 9 (45%)

16 25 15 0 (0%)
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4.4.2.1. Altura foliar

CUADRO 36:

Altura foliar de plantulas (cm) a los 21 dias después de la siembra en la fase de
enraizamiento (ensayo Il)in vitro de alcachofa Cynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela.
Arequipa 2011.

TRAT. | PROM. Informacion Adicional
Tl |4,15a 0 UM AIB + 0 UM BAP
T9  [3,59b 1,5 UM AIB + 0 pM BAP
T5 |3,26b 0,5 uM AIB + 0 uM BAP
T8 2,59¢ 0,5uM AIB + 1,5 uM BAP
T15 2,40c 2,5 uM AIB + 1,0 uM BAP
CV: 8,10%

Letras diferentes: Diferencia en la prueba de Tuckey (a 0,05)
El ANVA, cuadro 49 (Anexo) sobre la evaluacion de altura foliar a los 21 dias después de

la siembra en la fase de enraizamiento (Ensayo I1), no se tiene diferencia significativa entre

bloques y si entre tratamientos con un coeficiente de variabilidad 8,10%.

Para el parametro Altura Foliar de Plantulas, vemos que los mayores promedios lo
obtenemos delos tratamientos T1 (4,15 cm) y T9 (3,59 cm), con una diferencia altamente
significativa a los tratamientos T8 (2,59 cm) y T15 (2,40 cm), como se puede observar
estos dos ultimos tratamientos no presentan diferencias significativas entre si de acuerdo a

la prueba de Tuckey realizada con un nivel de significancia de o 0,05 (Cuadro 49).

De hecho se ha demostrado que la auxina provoca la expresion de por lo menos 10 genes

especificos, todos ellos presumiblemente implicados en el crecimiento (Raven, 1992).
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GRAFICO N°24:Altura de plantula en la fase de enraizamiento (ensayo I1) in vitro de alcachofa
Cynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela. Arequipa 2011.

79



Propiedad Intelectual de la Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa

4.4.2.2. Numero de raices
El cuadro 37 se observa los promedios de la respuesta de los explantes para
el parametro nimero de raices en la fase de enraizamiento (Ensayo Il) in

vitro de alcachofa.

CUADRO 37:

Numero de raices por plantula a los 21 dias después de la siembra en la fase de
enraizamiento (ensayo I1) in vitro de alcachofaCynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela.
Arequipa 2011.

TRAT. | PROM. Informacion Adicional
T1 |194a 0 UM AIB + 0 UM BAP
T9 1,54b 1,5 uM AIB + 0 uM BAP
B’ |111c 0,5 UM AIB + 0 uM BAP
T15 1,08c 0,5uM AIB + 1,5 uM BAP
T5 [1,00c 2,5 UM AIB + 1,0 uM BAP
CV: 10,66%

Letras diferentes: Diferencia en la prueba de Tuckey (a 0,05)

El ANVA, cuadro 50 (Anexo) sobre la evaluacion de numero de raices a los 21 dias
después de la siembra en la fase de enraizamiento (Ensayo Il), no se tiene diferencia
significativa entre bloques y pero si entre tratamientos con un coeficiente de variabilidad
10,66%.

Al realizarse el andlisis para la variable numero de raices T1 (1,94 raices/plantula),
tratamiento sin la aplicacion de Reguladores de Crecimiento presenta el mayor promedio
con una diferencia altamente significativa, de acuerdo a la prueba de Tuckey (a: 0,05), en
comparacion con los tratamientos T8 (1,11 raices/plantula), T15 (1,08 raices/plantula) y T5
(1,00 raices/plantula) que tienen en la composicion del medio dos reguladores de
Crecimiento (AIB y BAP) en diferentes concentraciones.Estos resultados favorecen en el
aspecto econémico, al obtener plantas enraizadas sin la presencia de Auxinas y

Citoquininas.

Ancora (1986) sefiala que existe poca produccion de raices cuando las Citoquininas estan
presentes en el medio de cultivo. Esta podria ser la razén del pobre grado de enraizamiento
que mostraron las plantulas provenientes del medio de la Fase de Multiplicacion que

contenia Citoquinina (BAP).
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GRAFICO N° 25:Ndmero de raices por plantula en la fase de enraizamiento (ensayo Il) in
vitro de alcachofa Cynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela. Arequipa 2011.

4.4.2.3. Longitud de raices
El cuadro 38 se observa los promedios de la respuesta de los explantes para
el pardmetro numero de raices en la fase de enraizamiento (Ensayo Il) in

vitro de alcachofa.

CUADRO 38:

Longitud de raices (cm) a los 21 dias en la fase de enraizamiento (ensayo 1l)in vitro de
alcachofa Cynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela. Arequipa 2011.

TRAT. | PROM. Informacion Adicional
T1 3,34a 0 uM AIB + 0 uM BAP
T9 [3,05ab 1,5 UM AIB + 0 pM BAP
T5 2,79 2,5 UM AIB + 1,0 uM BAP
T8  |1,98c 0,5 UM AIB + 0 pM BAP
T15 [1,70c 0,5 uM AIB + 1,5 yM BAP
CV: 7,38%

Letras diferentes: Diferencia en la prueba de Tuckey (a 0,05)

El ANVA, cuadro 51 (Anexo) sobre la evaluacion de longitud de raices a los 21 dias
después de la siembra en la fase de enraizamiento (Ensayo II), se tiene diferencia
significativa entre bloques y también entre tratamientos con un coeficiente de variabilidad
7,38%.

Al realizarse el analisis para la variable longitud de raices, T1 (3,34 cm) y T9 (3,05 cm)

presentan los mayores promedios con diferencia estadistica significativa de acuerdo a la
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prueba de Tuckey (a: 0,05) en comparacion a T8 (1,98 cm) y T15 (1,70 cm) que presentan
los menores promedios de longitud de raices.

La auxina en cantidades pequefiisimas, puede estimular el crecimiento de las raices. No
obstante, en cantidades algo mayores, inhibe el crecimiento de las raices primarias, aunque
puede promover la formacion de nuevas raices secundarias, estimula el desarrollo de raices
adventicias (Garcia, 2006)
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GRAFICO N° 26:Longitud de raices por plantula en la fase de enraizamiento (ensayo Il)in vitro
de alcachofa Cynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela. Arequipa 2011.

4.4.2.4. Grosor de raices
El cuadro 39 muestra en porcentajes la respuesta de los explantes para el
pardmetro grosor de las raices en la fase de enraizamiento (Ensayo II).

CUADRO 39:

Porcentaje de grosor de raices en la fase de enraizamiento (ensayo 1) in vitro de alcachofa
Cynara scolymus L. Var. Blanca de Tudela. Arequipa 2011.

REGULADORES DE CRECIMIENTO
GROSOR 7
DE (uM)
ot AUXINA (AIB) CITOQUININA (BAP)
0 05 | 15 | 25 0 05 | 10 | 15
GRUESA | 5385 | 1818 | - ~ | aae2 | - i i
MEDIA 1 4615 | 6364 | 7143 | 125 | 5760 | - 125 | 60
DELGADA - | 1818 | 2857 | 875 | 769 i 875 | 40
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Se observa en el cuadro 39, para el caso de Factor Auxina (AIB), que la concentracion 0
HMpresenta el mayor porcentaje de raices gruesas con 53,85% mientras que las
concentraciones 1,5 uM y 2,5 uM no presentan formacion de raices gruesas; se puede
observar también que las concentraciones 0,5 uM y 1,5 uM presentan un alto porcentaje en

la escala de grosor de raices media con 63,64% Yy 71,43% respectivamente.

En relacion al Factor Citoquinina (BAP), vemos que la concentracion 0 uM presenta el
mayor porcentaje en la escala de raiz media con 57,69%, por otro lado la concentracién 1,0

UM presenta un alto porcentaje de raices delgadas.

4.5. FASE DE ACLIMATACION
Una de las etapas que reviste gran importancia dentro de la técnica de propagacion in
vitro es la aclimatacion (endurecimiento) de las vitroplantas a las condiciones
ambientales y su posterior establecimiento a condiciones de campo. La eficiencia en la
aclimatacion es trascendental para la propagacion comercial debido a que esto influye

en todo el proceso y en la calidad final de la planta.

Debido a que las plantas formadas en condiciones in vitro crecen en un ambiente
controlado artificialmente y en recipientes cuya humedad relativa es muy alta se
desarrollan muy débiles y con hojas que carecen de cuticula y son llevadas a su
ambiente natural pueden deshidratarse facilmente y morir, por lo tanto es muy
importante gque las vitro plantas no sufran estrés por falta de agua o iluminacién directa

de sol deben ser sometidas a un pre acondicionamiento llamado endurecimiento.

Las plantas obtenidas se deben lavar cuidadosamente para eliminar todos los residuos
de agar, que pueden ser una fuente de contaminacion. Posteriormente, se trasplantan a
recipientes con suelo estéril y se cubren con bolsas de polietileno, que se van
perforando gradualmente hasta que queden eliminadas completamente en un periodo
de 15 a 20 dias; esto se hace con el objeto de adaptar paulatinamente las plantas a las

condiciones del invernadero (Abdelnour y Vincent, 1994).

Las plantas fueron cubiertas con malla agricola (Agribon) la cual logra una reduccion
de la intensidad luminosa del 50%, a la vez fueron cubiertas con plastico de polietileno
para mantener una alta humedad relativa. La humedad necesaria se aseguré mediante
el empleo de asperjadores con una una frecuencia de 2 riegos diarios. Bajo estas

condiciones se logroé una humedad relativa de 85 — 90%.
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Las vitroplantas en un inicio deben cultivarse en condiciones que se acerquen al
ambiente in vitro, alta humedad relativa y baja intensidad luminica. Posteriormente
debe reducirse de manera gradual la humedad relativa y aumentar la intensidad
luminosa para que las plantas se desarrollen en un ambiente parecido a las condiciones

de campo.
El porcentaje de supervivencia de las plantas alcanzé el 100%.

Rodriguez, (2005), citado por (Roque, 2006) menciona que otro factor que puedo
haber favorecido la supervivencia de las plantas en la aclimatacion, es haber logrado
plantas con raices sin la presencia de callos en la base del tallo, ello corrobora que el
manejo que se realice en las condiciones in vitro, puede favorecer el éxito de la

micropropagacion en la fase de aclimatizacion

La supervivencia de las plantas en la fase de aclimatacion es un indicador que ha sido
planteado como muy determinante en los procesos de micropropagacion, por ser ésta
la ultima fase de la propagacion acelerada de las plantas. Obtener una alta tasa de
supervivencia y una buena calidad de las plantas, es importante para reducir el costo
de la produccidn (Castillo et al., 2002) citado por (Roque, 2006).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

1. Se obtuvo 40% de plantas sobrevivientes en la fase de establecimiento.

2. En la fase de multiplicacion se obtuvo 4,69 por explante empleando la
concentracion 2,5 uM de citoquinina y 0 pM de auxina.

3. Se determing la tasa de multiplicacion de 1:5en tres generaciones.

4. De 16 tratamientos en estudio en el ensayo I, enraizaron los tratamientos T1 (0 uM
ANA + 0 uM BAP), T5 (0,5 uM ANA), T6 (,5 UM ANA + 0,5 uM BAP), T11 (,5
UM ANA + 1,0 uM BAP) y T13 (y 2,5 uM ANA)en la fase de enraizamiento
siendoT1 el tratamiento quepromovi6 los mejores resultados mostrando el 70% de
plantulas enraizadas; en el ensayo 11, enraizaron los tratamientos: T1 (0 uM ANA +
0 uM BAP), T5 (0,5 uM AIB), T8 (0,5 uM AIB + 1,5 uM BAP), T9 (1,5 uM AIB)
y T15 (2,5 uM AIB + 1,0 uM BAP) donde T1 promovié los mejores resultados del
65% de plantulas enraizadas;las plantulas enraizadas fueron transferidas a
condiciones de invernadero, mostrando 100% de prendimiento en la fase de

aclimatacion.
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CAPITULO VI

RECOMENDACIONES

1. Realizar ensayos similares en otras variedades de alcachofa.
2. Probar nuevas concentraciones de Auxinas para la fase de enraizamiento tomando
como referencia los tratamientos que respondieron al enraizamiento.

3. Probar la fase de enraizamiento en diferentes condiciones de luz y oscuridad.
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CUADRO 40:

Anélisis de Varianza para Altura Foliar de plantula a los 28 dias después de la siembra en

la Fase | de Multiplicacion in vitro de Alcachofa. Arequipa 2011.

a0 al a2 a3
c0 cl c2 c3 c0 cl c2 c3 c0 cl c2 c3 c0 cl c2 c3
Repetic.| TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 | TI0 | Ti11 | Ti2 | T13 | Ti14 | T15 | Suma| Prom
| 4,88 12,30 |2,08 (1,90 |4,48 |2,75 |4,38 |2,60 (4,45 |3,55 |3,30 (3,85 |4,20 |2,75 (2,85 |3,58 (53,88
I 485 12,63 |2,55 (1,93 ]4,63 |2,33 3,95 |2,68 (448 |3,48 |3,30 (3,83 |4,30 |2,83 (3,20 |3,65 [54,58
1 4,80 |3,056 |2,15 (2,00 |4,68 |2,50 |3,43 |3,35 (4,18 [3,20 |3,15 (3,55 |4,03 |2,85 (3,08 |3,30 (53,28
IV 1530 (2,58 |2,28 [2,05 |450 |2,63 (350 |2,70 |4,15 (3,45 |3,05 (3,58 |3,95 [3,20 |2,60 |3,48 |52,98
Suma x /19,83 (10,55 |9,05 |7,88 (18,28 |10,20 |15,25 (11,33 |17,25 |13,68 [12,80 |14,80 (16,48 [11,63 |11,73 (14,00 |214,70
Promx |4,96 (2,64 (2,26 |1,97 |457 (255 |3,81 (2,83 |4,31 |342 |3,20 |3,70 (4,12 2,91 |2,93 (3,50 3,35
Suma a a0 = 47,30 al= 55,05 a2 = 58,53 a3 = 53,83
Suma ¢ c0= 71,83 cl= 46,05 c2 = 48,83 c3 = 48,00
F.de V. G.L. S.C. C.M. Fc Ft 5% Sig.
Bloques 3 0,09 0,03 0,60 2,81 NS
Tratamientos 15 43,39 2,89 55,87 1,90 5 %
Factor 01 (Auxina) a 3 4,13 1,38 26,59 2,81 5%
Factor 02 (Citoguinina) 3 27,71 9,24 178,36 2,81 5%
Interaccion a X c 9 11,56 1,28 24,80 2,10 5%
Error 45 2,33 0,052
Total 63 45,82
CV: 6,78%
CUADRO 41:

Anélisis de Varianza para Numero de Brotes/Plantula a los 28 dias después de la siembra

en la Fase | de Multiplicacion in vitro de Alcachofa. Arequipa 2011.

a0 al a2 a3
c0 cl c2 c3 c0 cl c2 c3 c0 cl c2 c3 c0 cl c2 c3
Repetic.| TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 | TIO | Ti11 | Ti2 | T13 | Ti4 | T15 | Suma| Prom
| 1,00 (500 |3,50 |3,00 (1,00 |4,00 (3,75 |3,75 |1,00 3,75 |4,25 |3,25 (1,00 |3,50 3,75 [2,75 48,25
I 1,00 (450 |3,00 |2,75 (1,00 |3,50 (2,50 (2,50 |1,00 |3,00 |3,25 |1,75 (1,00 |3,25 |2,25 [2,25 38,50
1 1,00 (4,00 |3,25 |2,25 (1,00 |3,50 (3,25 (2,25 |1,00 3,00 |3,25 |2,50 (1,00 |3,50 2,75 [2,25 39,75
IV [1,00 |4,75 [3,75 (2,75 |1,00 |425 |2,75 |3,00 (1,00 |4,00 |3,50 (2,25 |1,00 |3,25 [2,75 |2,75 43,75
Suma x |4,00 (18,25 |13,50 |10,75 [4,00 |15,25 |12,25 (11,50 |4,00 |13,75 [14,25 |9,75 |[4,00 (13,50 |11,50 (10,00 |170,25
Promx |1,00 (4,56 (3,38 |2,69 |1,00 (3,81 |3,06 (2,88 |1,00 |3,44 |356 |2,44 (1,00 (3,38 |2,88 2,50 2,66
Suma a a0 = 46,50 al= 43,00 a2= 41,75 a3 = 39,00
Suma ¢ c0 = 16,00 cl = 60,75 c2= 51,50 c3= 42,00
F.de V. G.L. S.C. C.M. Fc Ft 5% Sig.
Bloques 3 3,64 1,21 12,63 2,81 5%
Tratamientos 15 74,97 5,00 52,09 1,90 5 %
Factor 01 (Auxina) a 3 1,82 0,61 6,31 2,81 5%
Factor 02 (Citoquinina) 3 69,78 3,26 242,45 2,81 5%
Interaccion a X ¢ 9 3,37 0,37 3,90 2,10 5 %
Error 45 4,32 0,10
Total 63 82,92
CV: 11,64%
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CUADRO 42:

Anélisis de Varianza para Numero de Hojas/Plantula a los 28 dias después de la siembra en

la Fase | de Multiplicacion in vitro de Alcachofa. Arequipa 2011.

a0 al a2 a3
c0 cl c2 c3 c0 cl c2 c3 c0 cl c2 c3 c0 cl c2 c3
Repetic.| TO Tl T2 T3 T4 5 T6 T7 T8 T9 T10 | T11 | T12 | T13 | Ti14 | T15 | Suma| Prom
| 4,00 (20,25 15,00 |13,00 (5,00 (18,75 (12,25 |11,00 |4,00 (15,00 (17,50 (12,25 |4,50 |16,50 (14,50 (9,25 (192,75
I 3,50 |20,50 |11,25 |10,25 |4,25 16,00 9,00 |7,75 (5,00 |[10,75 [15,25 [10,25 [4,00 [15,00 |8,50 |5,50 |156,75
1 3,25 19,75 (9,25 11,25 |4,50 |16,25 (10,50 (8,75 4,75 |12,00 |15,25 (9,00 (3,75 13,75 18,00 |7,75 |157,75
\Y 4,00 (18,50 |13,75 |11,75 (3,75 (17,50 (11,25 |8,25 |4,75 12,50 (16,25 |10,00 |4,00 |14,25 (10,75 (8,25 [169,59
Suma x |14,75 79,00 |49,25 |46,25 |17,50 |68,50 (43,00 (35,75 (18,5 (50,25 |64,25 |41,50 |16,25 |59,50 |41,75 [30,75 |676,75
Promx 3,69 (19,75 |12,31 |11,56 |4,38 |17,13 |10,75 |8,94 |4,63 |12,56 |16,06 |10,34 |4,06 |14,88 (10,44 |7,69 10,57
Suma a a0 = 189,25 al= 164,75 a2 = 174,50 a3 = 148,25
Suma ¢ c0= 67,00 cl= 257,25 c2 = 198,25 c3 = 154,25
F.de V. G.L. S.C. C.M. Fc Ft 5% Sig.
Bloques 3 52,55 17,52 16,11 2,81 5%
Tratamientos 15 1433,73 95,58 87,90 1,90 5%
Factor 01 (Auxina) a 3 55,55 18,52 17,03 2,81 5%
Factor 02 (Citoguinina) 3 1204,07 401,36 369,08 2,81 5%
Interaccion a X ¢ 9 174,11 19,35 17,79 2,10 5%
Error 45 48,93 1,09
Total 63 1535.21
CV:9,86%
CUADRO 43:
Anédlisis de Varianza para Altura Foliar de Plantula a los 28 dias después de la siembra en
la Fase Il de Multiplicacion in vitro de Alcachofa. Arequipa 2011.
a0 al a2 a3
c0 cl c2 c3 c0 cl c2 c3 c0 cl c2 c3 c0 cl c2 c3
Repetic.| TO Tl T2 T3 T4 5 T6 T7 T8 T9 T10 | T11 | T12 | Ti13 | Ti4 | T15 | Suma| Prom
| 515 255 2,75 |2,63 |3,68 3,35 3,13 (2,50 (3,80 (3,15 (3,35 [1,78 [4,25 |3,98 |3,13 |2,53 |51,68
I 485 (2,38 (2,65 2,53 |3,80 |3,43 2,80 |2,73 |353 3,23 (3,68 (2,10 (4,85 3,05 [3,50 |2,23 |51,30
I 1503 (2,88 (2,98 (2,80 (4,13 (3,85 |3,38 |3,13 |3,90 |3,93 3,38 |2,25 [450 (3,58 3,10 [2,05 [54,83
[\ 458 (2,70 (2,48 2,75 (443 (2,98 (3,15 |2,68 |3,63 (3,40 (2,95 (1,83 |4,43 |3,40 (3,30 (1,98 50,63
Suma x |19,60 /10,50 {10,85 |10,70 |16,03 |13,60 (12,45 (11,03 (14,85 (13,70 |13,35 |7,95 |18,03 |14,00 |13,03 (8,78 (208,43
Promx 14,90 (2,63 (2,71 |2,68 |4,01 |3,40 |3,11 |2,76 |3,71 |3,43 |3,34 |1,99 |451 |3,50 (3,26 |2,19 3,26
Suma a a0 = 51,65 al= 53,10 a2 = 49,85 a3 = 53,83
Suma ¢ c0 = 68,50 cl= 51,80 c2= 49,68 c3= 38,45
F.de V. G.L. S.C. C.M. Fc Ft 5% Sig.
Bloques 3 0,65 0,22 3,57 2,81 5%
Tratamientos 15 36,77 2,45 40,25 1,90 5%
Factor 01 (Auxina) a 3 0,58 0,19 3,16 2,81 5%
Factor 02 (Citoquinina) 3 28,83 9,61 157,80 2,81 5%
Interaccion a x c 9 7,36 0,82 13,43 2,10 5%
Error 45 2,74 0,06
Total 63 40,16
CV: 7,58%
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CUADRO 44:

Anélisis de Varianza para Numero de Brotes/Plantula a los 28 dias despues de la siembra

en la Fase Il de Multiplicacién in vitro de Alcachofa. Arequipa 2011.

a0 al a2 a3
c0 cl c2 c3 c0 cl c2 c3 c0 cl c2 c3 c0 cl c2 c3
Repetic.| TO Tl T2 T3 T4 5 T6 T7 T8 T9 T10 | T11 | T12 | T13 | Ti14 | T15 | Suma| Prom
| 1,00 |425 [500 |3,50 (1,00 |3,50 |3,50 (3,00 |1,00 (3,25 (3,00 |2,00 (1,00 |3,00 (2,75 (2,25 |43,00
I 1,00 |4,00 |500 (4,00 |1,00 |4,00 |400 |3,25 (1,00 |3,50 3,75 |3,25 |[1,00 (3,00 |3,25 |2,50 |47,50
11 1,00 |4,00 (4,25 |3,00 (1,00 |3,25 |3,25 (3,00 |1,00 (3,00 (2,75 |2,00 (1,00 |2,75 (250 (1,75 39,50
\Y 1,00 |4,75 |450 (3,00 |1,00 |3,75 |4,00 |3,75 (1,00 |3,25 |3,00 |2,50 |1,00 (3,25 |2,50 |2,00 |44,25
Sumax |4,00 |17,00 (18,75 |13,50 (4,00 |14,50 |14,75 (13,00 |4,00 (13,00 [12,50 |9,75 (4,00 |12,00 11,00 [8,50 |174,25
Promx |1,00 (4,25 (4,69 (3,38 |1,00 |3,63 3,69 |3,25 |1,00 |3,25 |3,13 |2,44 |1,00 |3,00 (2,75 |2,13 2,72
Suma a a0 = 53,25 al= 46,25 a2 = 39,25 a3 = 35,50
Suma ¢ c0 = 16,00 cl = 56,50 c2 = 57,00 c3 = 44,75
F.de V. G.L. S.C. C.M. Fc Ft 5% Sig.
Bloques 3 2,05 68.00 9,95 2,81 5%
Tratamientos 15 85,87 5,72 83,35 1,90 5%
Factor 01 (Auxina) a 3 11,54 3,85 56,01 2,81 5%
Factor 02 (Citoguinina) 3 69,32 23,11 336,39 2,81 5%
Interaccion a X c 9 5,02 0,56 8,12 2,10 5%
Error 45 3,09 0,069
Total 63 91,01
CV: 9,63%
CUADRO 45:
Anadlisis de Varianza para Numero de Hojas/Plantula a los 28 dias después de la siembra en
la Fase Il de Multiplicacion in vitro de Alcachofa. Arequipa 2011.
a0 al a2 a3
c0 cl c2 c3 c0 cl c2 c3 c0 cl c2 c3 c0 cl c2 c3
Repetic.| TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 TI0 | T11 | T12 | T13 | T14 | T15 | Suma| Prom
| 3,50 [16,25 [21,50 |13,25 |3,50 |13,75 [16,50 (13,00 |4,00 |11,25 |10,75 [9,25 7,75 |9,00 |8,00 |8,00 [165,25
I 4,00 (19,00 |25,50 |15,75 (4,00 (17,50 (18,00 |15,50 |4,00 (14,50 (13,50 (11,00 |4,75 |10,75 (13,00 (9,00 [199,75
11 3,75 [18,25 [20,75 |12,00 |3,75 |15,50 [18,00 (10,75 |3,50 |13,50 |11,00 (7,75 (4,50 |13,50 |10,25 |8,50 [175,25
[\ 4,00 (18,50 |24,00 |13,75 (3,75 (17,00 (16,25 |13,00 |4,25 (13,25 (11,75 (11,50 |4,25 |12,25 (13,25 (7,75 (188,50
Suma x |15,25 (72,00 91,75 |54,75 15,00 |63,75 |68,75 52,25 |15,75 152,50 147,00 |39,50 |17,25 |45,50 [44,50 |33,25 |728,75
Promx |3,81 [18,00 |22,94 |13,69 (3,75 |15,94 (17,19 |13,06 |3,94 |13,13 |11,75 (9,88 4,31 |11,38 |11,13 |8,31 11,39
Suma a a0 = 233,75 al= 199,75 a2 = 154,75 a3 = 140,50
Suma ¢ c0 = 63,25 cl = 233,75 c2 = 252,00 c3= 179,75
F. de V. G.L. S.C. C.M. Fc Ft 5% Sig.
Bloques 3 42,71 14,24 11,25 2,81 5%
Tratamientos 15 1903,19 126,88 100,23 1,90 5%
Factor 01 (Auxina) a 3 341,11 113,70 89,82 2,81 5%
Factor 02 (Citoquinina) 3 1355,28 451,76 356,87 2,81 5%
Interaccion a x c 9 206,80 22,98 18,15 2,10 5%
Error 45 56,97 1,27
Total 63 2002,87
CV:9,88%
CUADRO 46:
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Anédlisis de Varianza para Altura Foliar de Plantula a los 21 dias después de la siembra en

la Fase de Enraizamiento (Ensayo 1) in vitro de Alcachofa. Arequipa 2011.

Repetic.| TO T4 T5 T10 T12 | Suma| Prom
| 490 (3,87 |(2,40 |2,70 |3,37 |17,23
Il 4,30 (3,65 |2,20 (2,70 |3,10 |15,95
11 430 (3,65 |2,60 (2,90 |3,38 |16,83
v 460 (3,20 |2,80 (2,75 |3,10 |16,45
Suma x |18,10 |14,37 (10,00 |11,05 |12,95 (66,46
Promx |4,53 (3,59 |2,50 |2,76 |[3,24 3,32
F.de V. G.L. S.C. C.M. Fc Ft 5% Sig.
Bloques 3 0,18 0,06 1,19 2,81 NS
Tratamientos 4 10,06 2,52 49,87 1,90 5%
Error 12 0,61 0,05
Total 19 10,85
CV: 6,76%
CUADRO 47

Anadlisis de Varianza para Nimero de Raices/Plantula a los 21 dias después de la siembra

en la Fase de Enraizamiento (Ensayo 1) in vitro de Alcachofa. Arequipa 2011.

Repetic. TO T4 T5 T10 T12 | Suma| Prom
| 2,00 |1,33 (1,50 |1,00 (1,50 7,33
Il 2,25 1,50 (2,00 |1,50 (1,50 8,75
" 2,00 |1,00 (1,50 1,00 (1,33 6,83
v 1,80 (1,33 |2,00 (1,25 |1,50 (7,88
Suma x |8,05 (5,17 |7,00 (4,75 5,83 (30,80
Promx |2,01 (1,29 |1,75 (1,19 |1,46 1,54
F.de V. G.L. S.C. C.M. Fc Ft 5% Sig.
Bloques 3 0,41 0,14 5,97 2,81 5%
Tratamientos 4 1,84 0,46 20,31 1,90 5%
Error 12 0,27 0,02
Total 19 2,52
CV:9,78%
CUADRO 48:
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Anélisis de Varianza para Longitud de Raiz/Plantula a los 21 dias después de la siembra en

la Fase de Enraizamiento (Ensayo 1) in vitro de Alcachofa. Arequipa 2011.

Repetic.| TO T4 T5 T10 T12 | Suma| Prom
| 3,90 |3,27 |3,15 (3,80 |3,17 |17,28
Il 355 (2,85 |3,20 (3,10 |3,30 |15,90
11 3,80 |3,00 |3,15 (3,00 |3,13 |16,08
v 3,42 (2,87 12,90 (3,25 3,10 [15,54
Suma x |14,67 |11,99 (12,30 |13,15 |12,17 (64,81
Promx |3,67 (3,00 |3,08 |3,29 (3,18 3,24
F.de V. G.L. S.C. C.M. Fc Ft 5% Sig.
Bloques 3 0,34 0,11 3,79 2,81 5%
Tratamientos 4 1,10 0,28 9,14 1,90 5%
Error 12 0,36 0,03
Total 19 1,81
CV: 5,36%
CUADRO 49:

Anédlisis de Varianza para Altura Foliar de Plantula a los 21 dias después de la siembra en

la Fase de Enraizamiento (Ensayo Il) in vitro de Alcachofa. Arequipa 2011.

Repetic.| TO T4 T7 T8 T14 | Sumal] Prom
| 4,40 |[3,30 |2,60 (3,80 |3,10 |17,20
I 4,20 |[3,10 |2,35 (3,20 |2,03 |14,88
11 3,80 |3,50 |2,67 (3,65 |2,45 |16,07
v 4,20 (3,15 |(2,75 |3,70 |2,03 |15,83
Suma x |16,60 |13,05 |10,37 (14,35 [9,61 |63,98
Promx |4,15 |3,26 (2,59 |[3,59 2,40 3,20
F.de V. G.L. S.C. C.M. Fc Ft 5% Sig.
Bloques 3 0,55 0,18 2,71 2,81 NS
Tratamientos 4 8,25 2,06 0,67 1,90 5%
Error 12 0,81 0,07
Total 19 9,60
CV: 8,10%
CUADRO 50:
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Andlisis de Varianza para Numero de Raices/Plantula a los 21 dias después de la siembra
en la Fase de Enraizamiento (Ensayo Il) in vitro de Alcachofa. Arequipa 2011.

Repetic.| TO T4 T7 T8 T14 | Suma| Prom
| 1,75 (1,00 (1,00 (1,50 |1,00 (6,25
1 1,75 (1,00 |1,00 |1,67 |1,00 6,42
11 2,00 |1,00 |1,33 |1,50 (1,00 (6,83
v 2,25 |1,00 (1,21 |1,50 1,33 (7,19
Sumax |7,75 |4,00 |4,44 (6,17 |4,33 |26,70

Promx |1,94 (1,00 (1,11 (1,54 1,08 1,33

F.de V. G.L. S.C. C.M. Fc Ft 5% Sig.
Bloques 3 0,11 0,04 1,78 2,81 NS
Tratamientos 4 2,53 0,63 31,22 1,90 5%
Error 12 0,24 0,02
Total 19 2,88
CV: 10,66%
CUADRO 51:

Anélisis de Varianza para Longitud de Raiz/Plantula a los 21 dias después de la siembra en

la Fase de Enraizamiento (Ensayo 1) in vitro de Alcachofa. Arequipa 2011.

Repetic.| TO T4 T7 T8 T14 | Suma| Prom
I 3,45 2,95 (2,20 (3,20 |1,80 |13,50
1 3,05 2,30 |1,75 |2,80 (1,45 (11,35
"l 3,44 13,50 (2,10 |3,30 (2,10 |14,44
v 3,40 (2,40 1,98 (2,90 |1,47 |12,15
Suma x 13,34 |11,15 |7,93 (12,20 (6,82 |51,44

Promx |3,34 (2,79 (1,98 [3,05 |1,70 2,57

F.de V. G.L. S.C. C.M. Fc Ft 5% Sig.
Bloques 3 1,14 0,38 10,54 2,81 5%
Tratamientos 4 7,83 1,96 54,35 1,90 5%
Error 12 0,43 0,04
Total 19 9,40
CV: 7,38%
CUADRO 52:
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Temperatura registrada durante la Fase de Establecimiento de Multiplicacion in vitrode

Alcachofa en la Camara de Incubacion.

CUADRO 53:

Temperatura registrada durante la Fase | de Multiplicacion in vitrode Alcachofa en la

MES T° Max T° Min T° Prom.
Diciembre 32 15 235
Enero 29 18 23,5

Camara de Incubacion.

CUADRO 54:
Temperatura registrada durante la Fase Il de Multiplicacion in vitrode Alcachofa en la

MES

T° Méx

T° Min

T° Prom.

Febrero

25

18

21,5

Camara de Incubacion.

CUADRO 55:
Temperatura registrada durante la Fase de Enraizamiento

MES

T° Méx

T° Min

T° Prom.

Marzo

28

21

24,5

Cémara de Incubacion.

CUADRO 56:

Temperatura registrada durante la Fase de Aclimatacion in vitrode Alcachofa en el

invernadero.

CUADRO 57:

MES

T° Méx

T° Min

T° Prom.

Abril

28

19

23,5

MES

T° Méx

T° Min

T° Prom.

Mayo

35

18

26,5
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CUADRO 58:

Sales Minerales del Medio Murashige y Skoog (1962).

MACRONUTRIENTES (mg/L)
NH;NO; 1650
KNO; 1900
CaCl,2H,0 440
MgSO, 7H,0 370
KH;NO3 170
MICRONUTRIENTES (mg/L)
Kl 0,83
H3BO; 6,3
MnSO,4H,0 22,3
ZnS0,7H,0 8,6
CuSO,45H,0 0,025
Na,MoO, 2H,0 0,05
Na,EDTA 37,3
FeSO,.7H,0 27,8
VITAMINAS (mg/L)
Mio-Inositol 100
Tiamina HCL 0,1
Acido nicotinico 0,5
Glicina 2
Piridoxina HCL 0,5

Fuente: CIAT,1989
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Costo de Produccién de Plantas in vitro de Alcachofa Cynara scolymusL.Var. Blanca de

Tudela.
COSTOS DE PRODUCCION ALCACHOFA in vitro

Cultivo: Alcachofa Var. Blanca de Tudela

Lote de produccion: 10 000 plantas

Periodo de produccion: 3 meses

Localizacién: Laboratorio de Biotecnologia de la Escuela profesional de Agronomia de la Universidad

Nacional de San Agustin de Arequipa.

DESCRIPCION Unidad Coeficiente

oy Contdaa Unﬁgiltg s/, ) SUbSIOtaI >0 g o
Medida Ponderacion
COSTOS DIRECTOS O
VARIABLES
1. PERSONAL
Responsable (Jefe) Ing. 1 2500 0,1 250 93,28
Responsable (Laboratorio) Ing 1 1000 0,4 400 149,25
Jornales Hbre. il 850 0,13 110.5 41,23
Practicantes Est. 1 600 0,17 102 38,06
862,5 321,83
2. INSUMOS
Sales Basales Lt. 37,5 1 75 27,99
Agar ar 225 1,1 1 247,5 92,35
Sacarosa Kg. 1,13 1 3,39 1,26
Agua Destilada Lt. 57,5 1 57,5 21,46
Parafilm m 2 7 1 14 5,22
Alcohol Lt. 5 il 30 11,19
Algodon Kg. 1 22 1 22 8,21
Bisturies unidad 36 0,25 1 9 3,36
Papel Aluminio m. 4 4,5 1 18 6,72
Jabon unidad il 2 1 2 0,75
Crema Lava vajilla Kg. 1 6 1 6 2,24
Esponja de lavar Unidad 5 0,5 1 2,5 0,93
Sustrato (PROMIX) kg. 35 3,86 1 135,1 50,41
621,99 232,09
3. MATERIALES
Beacker (100 ml) Unidad 1 10,5 0,1 1,05 039
Beacker (2000 ml) Unidad il 40 0,1 4 1,49
Probeta (100 ml) Unidad 1 16,5 0,1 165 0,62
Pipeta (10 ml) Unidad 1 8 0,1 0,8 0,30
Pipeta (1 ml) Unidad 1 5 0,1 0,5 0,19
Matraz (100 ml) Unidad 1 7 0,1 0,7 0,26
Mango Bisturi Unidad 1 3,8 0,03 0,11 0,04
Pinzas Unidad 2 6 0,03 0,36 0,13
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Mechero Unidad 30 0,03 0,9 0,34
Sierra Unidad 1,5 1 1,5 0,56
Plumén Unidad 15 0,1 0,15 0,06
Bandeja (blancas) Unidad 36 3,5 0,1 12,6 4,70
Mandil Unidad 4 20 0,67 53,6 20,00
Bandeja germinad. (200 celdas) Unidad 50 4,5 0,05 11,25 4,20
Malla m? 10 0,75 0,5 3,75 1,40
Plastico m? 10 2,25 0,5 11,25 4,20
104,174 38,87
4. EQUIPOS
Camara de Flujo Unidad 1 10000 0,006 60,00 22,39
Destilador Unidad 1 5226 0,002 10,45 3,90
Autoclave Unidad 1 900 0,004 3,60 1,34
Ph/metro Unidad 1 850 0,01 8,50 3,17
Agitador Unidad 1 520 0,002 1,04 0,39
Balanza Unidad 1 485 0,002 0,97 0,36
Refrigeradora Unidad 1 745 0,002 1,49 0,56
Fluorescentes Unidad 9 5 0,1 4,50 1,68
90,55 33,79
5. CONSTRUCCIONES E
INSTALACIONES
Laboratorio m? 30 464 0,02 278,4 103,88
Estanteria m? 8,1 37 0,04 11,988 4,47
290,388 108,35
6. SERVICIOS
Luz Kw/h 249 1.27 1 316,23 118,00
Agua m® 10 3.86 1 38,6 14,40
354,83 132,40
7. MANTENIMIENTO
CONSTRUCCIONES Y
EQUIPO
Equipo (2% del valor) 18771 0,02 375,42 140,08
Construcciones (1% del valor) 13920 0,01 139,2 51,94
SUB TOTAL DE COSTOS
DIRECTOS 514,62 192,02
TOTAL COSTOS DIRECTOS 2839,05 1059,35
9. COSTOS INDIRECTOS O
FI1JOS
Gastos financieros (7% CD) 198,73 74,15
Gastos administrativos (8%CD) 227,12 84,75
TOTAL COSTOS
INDIRECTOS 425,86 158,90
TOTAL COSTO
DE PRODUCCION 3264,91 1218,25
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