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RESUMEN

El presente trabajo de investigacién “EFECTO DEL ACIDO NAFTALENACETICO Y ACIDO
GIBERELICO EN EL ENRAIZAMIENTO IN VITRO DE Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br.
(CHACPA), PARA SU ACLIMATACION EN INVERNADERO”, se llevé a cabo en el
Laboratorio de Biologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional “Santiago
Antunez de Mayolo”, ubicado en la Ciudad Universitaria de Shancayan, provincia de Huaraz,

Departamento de Ancash.

El objetivo fue evaluar los efectos del Acido Naftalenacético (ANA) y Acido Giberélico (AGs)
en el enraizamiento in vitro de Oreocallis grandiflora (Lam) R. Br. (Chacpd), para su
aclimatacion en invernadero. En la etapa de enraizamiento in vitro, se cultivaron vitroplantas de
Chacpé de 2 cm de longitud aproximadamente, en medio semisélido de Murashige & Skoog a
mitad de sales, suplementado con sacarosa 2,0 % y phytagel 0,3 % a un pH de 5,67; al que se
afiadi6 una auxina (ANA) a diferentes concentraciones (0,00; 0,25; 0,50; 0,75y 1,00 mg/L), y
del mismo modo una giberelina (AGs3) a diferentes concentraciones (0,00; 0,25; 0,50; 0,75 y
1,00 mg/L) para ser evaluadas. El analisis estadistico que se utilizo fue el Disefio
Completamente al Azar (DCA), y la prueba de comparacion de medias de Tukey (a = 0,05). El
mejor tratamiento que produjo el mayor porcentaje de vitroplantas enraizadas fue T3 (0,75

mg/L de AG3), y el de mayor longitud de raiz fue T4 (1,00 mg/L AG3).

En la etapa de aclimatacion se realizd una prueba previa durante un mes para establecer un mejor
sustrato de los 5 sustratos probados: musgo + tierra (1:1); musgo + arena (1:1); turba + arena
(1:1); turba + tierra (1:1) y arena sola. Obteniéndose el mejor porcentaje de prendimiento de
Chacpa en turba + arena (1:1). En cuanto a las vitroplantas enraizadas de Chacpa, sembradas en
turba + arena en proporciones 1:1 en condiciones de invernadero, mostraron a los 2 meses un

46 % de supervivencia.

Palabra clave: Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br., enraizamiento in vitro, aclimatacion,

auxina, Acido Naftalenacético, giberelina, Acido Giberélico.
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I.  INTRODUCCION

Las plantas medicinales altoandinas son recursos naturales, que generan ingresos econémicos a
numerosas familias rurales de nuestro pais, dentro de estas especies se encuentra Oreocallis
grandiflora (Lam) R. Br. conocida con el nombre comin de “Chacpa” que es una especie lefiosa
aparentemente fuera de peligro de extincion (Reynel y Marcelo, 2009), de la cual se aprovecha
las flores en infusion, para aliviar el resfrié y como ornamental (Saavedra, 1995); las ramas para

fabricacion de canastas y la madera como lefia.

En la zona de influencia del Corredor Biologico del Parque Nacional Huascaran, la expansion
de la frontera agricola y ganadera, la extraccién inadecuada y la mala planificacion forestal
(dando prioridad a especies exdticas como eucalipto), ponen en riesgo la composicion y

permanencia del habitat donde se desarrolla el “Chacpa”.

Las técnicas de cultivo in vitro de tejidos vegetales constituyen una de las alternativas de
propagacion que se pueden aplicar en un intento de mantener la biodiversidad del medio
ambiente, ya que plantas en vias de extincidon pueden multiplicarse in vitro 'y luégo ser llevadas
nuevamente a sus ambientes originales. Si bien, cada una de las fases o etapas del cultivo in
vitro tienen sus propios desafios y aspectos técnicos que resolver, la experiencia general indica,
que las fases mds criticas son introduccién (contaminacién de plantas) y aclimatacién
(incapacidad de las nuevas plantas para adaptarse a medio ex vitro) como lo menciona Pristley
(2006). Pero para especies lefiosas, el enraizamiento es una de las fases criticas en el cultivo in
vitro. La forma de aplicar las hormonas de enraizamiento y su dosis, es clave para el éxito
(Hermoso et al., 2013); pbr lo tanto, una buena micropropagacion va a depender de la especie a

trabajar.

Debido a que no existen trabajos de investigacion sobre enraizamiento in vitro, y menos en
aclimatacion de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br., la investigacidon se ha orientado a buscar

un método de enraizamiento in vitro, a partir de brotes para su aclimatacioén en invernadero.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos del Acido Naftalenacético (ANA) y Acido Giberélico (AGs) en el
enraizamiento in vitro de Oreocallis grandiflora (Lam) R. Br. (Chacpa), para su aclimatacién

en invernadero.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar los pardmetros morfoldgicos (nimero de raices, longitud de raices, altura de
vitroplanta y la presencia de callo) en la etapa de enraizamiento de Oreocallis grandiflora
(Lam) R. Br. con diferentes concentraciones de Acido Naftalenacético (ANA) y Acido
Giberélico (AG3).

e Obtener la concentracién éptima del Acido Naftalenacético (ANA) y Acido Giberélico

(AG3) para la obtencion de vitroplantas enraizadas de Oreocallis grandiflora (Lam) R. Br.

e Establecer el mejor sustrato para la aclimatacion de Oreocallis grandiflora (Lam) R. Br.

en condiciones de invernadero.

¢ Indicar el porcentaje de supervivencia de Oreocallis grandiflora (Lém.) R. Br. en el mejor

sustrato elegido en condiciones de invernadero.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. ANTECEDENTES

Bunn y Dixon (1992), trabajaron con brotes (vitroplantas) sin enraizar de 3 a 5 cm de
largo, obtenidos in vitro de Grevillea scapigera (Proteaceae), los cuales fueron enraizados
en vivo en un invernadero bajo empafiado 70 % de sombra utilizando un polvo de
enraizamiento comercial de IBA, 0,1 % (w / w) aplicado a la base de los brotes. E1 67 %
de los brotes tratados de esta manera después de 5 semanas se aclimataron. Las plantas de

Grevillea scapigera han crecido en condiciones de invernadero.

Cruzat y Barrios (2010), mencionan que algunas especies dentro de la familia Proteaceae
presentan problemas en su multiplicacion, lo que ha dificultado encontrar viveros con
experiencia en ellas. Esto representa una seria limitante al momento de planificar el
establecimiento de un plantel comercial. Lo anterior lleva a buscar técnicas avanzadas de
propagacién vegetativa, que permitan incrementar el material vegetal a nivel de
productores y asegurar un buen establecimiento de esta especie al inicio de la produccion,

lo cual sélo se puede alcanzar con plantas de buena calidad.

Yldefonzo (2013), realizé estudios para establecer un método de desinfeccién para el
establecimiento in vitro y determinar la concentracion apropiada de hormona
Bencilaminopurina (BAP) en medio Murashige y Skoog, 2,2 g/l (a mitad de la
concentraci'én), suplementado con sacarosa 2,0 % y Phytagel 0,3 % con pH 5,67 para la
multiplicacién in vitro de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. El procedimiento de
desinfeccidn se realizo con el uso de alcohol al 70 % durante 15 minutos, siendo efectiva
por su alta desinfeccién en foliculos. Para la etapa de multiplicaciéon de todas las
concentraciones hormonales los tratamientos T4 (3,0 mg/L BAP) y TS (4,0 mg/L BAP)

permitieron la mayor cantidad de brotes.
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2.3.

CLASIFICACION TAXONOMICA
Brown (1811), sefiala que la clasificacion taxonémica es de la siguiente manera:

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Proteales
Familia: Proteaceae
Género: Oreocallis

Especie: Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br.

Nombres comunes: Reynel y Marcelo (2009), mencionan lo siguiente: “Chacpa”, “Llama

llama”, “Saltaperico”, “Atash”, “Cucharita”.
DESCRIPCION BOTANICA

Reynel y Marcelo (2009), mencionan las caracteristicas botanicas de esta especie de la

siguiente manera:

Aspecto general

Arbusto que llega a medir hasta 7 m de altura y el tallo 20 cm de didmetro; presentado
una copa dispersa; una corteza externa agrietada, de color grisaceo, y la corteza interna de
color blanquecino.

Raiz

Watt y John (1999), mencionan que la familia Proteaceae presenta raices laterales cortas

y densamente espaciadas (raiz proteoide).



c. Hojas

Hojas simples y alternas; color verde opaco; dispuestas en espiral; de forma eliptica a
oblonga, de 7 cm a 12 cm de longitud por 3 cm a 4 cm de ancho; con el 4pice obtuso a
redondo; el borde entero y la base aguda. Peciolos largos, de 1 cm a 2 cm de longitud. Los
nervios secundarios son de 10 a 15 pares robustos y amarillentos por el envés de la hoja.

Las hojas son rigidas y sin pelos.
d. Flores

Las flores se hallan en racimos erguidos. Estas son grandes y vistosas, de 4 a 5 ¢cm de
longitud, de color rosado o crema. Son hermafroditas. Pétalos unidos formando un tubo
estrecho y largo. Estambres presentes en el interior del tubo de la corola. Pistilo Ginico con

un estilo largo.
e. Frutos

Efloras (2008), menciona que presenta foliculo alargado y cilindrico, pedunculo largo,

coridceo, pruinoso.

Yldefonzo (2013), menciona que los frutos presentan cascara lisa, de color amarillento a
verde rojizo, que se torna gris cuando madura. Frutos grandes, de 10 cm a 15 cm de
longitud y 1,5 cm a 3 cm de didmetro con numerosas semillas las cuales tienen un ala

membranosa.
f. Semillas

Las semillas son aladas y numerosas, la viabilidad se mantiene por un afio. Peso por 1000

semillas es de 30 g.



2.4.

2.5.

DISTRIBUCION Y HABITAT

Segun Reynel y Marcelo (2009), la especie Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. se
encuentra en toda la zona andina del Pert y Ecuador. El rango altitudinal de la especie

esta entre 1500 a 4000 m.s.n.m.

Pretell et al. (1985), en el Pert se encuentra a lo largo de las vertientes orientales, desde
la region de Paucartambo (Departamento de Cusco) hasta Moyobamba (San Martin).
También, en valles interandinos con buen nivel de humedad ambiental y sin heladas, como
los de Apurimac, Mantaro, Callejon de Huaylas y zona de los Conchucos. Se le encuentra

prosperando en suelos atn en formacién, granito y cuarzo, por lo tanto con pH 4cido.

Yldefonzo (2013), menciona que Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. se encuentra en
Pitek, distrito de Independencia, provincia de Huaraz, departamento de Ancash con latitud

9°3026.76”S, longitud de 77°28°21.33”0 y a una altura de 3554 m.s.n.m.

Tamariz et al. (2011), las plantas que se encuentran a grandes alturas, como Oreocallis
grandiflora, prefieren suelos con materia humica, la que es transportada hacia abajo por
agentes bioldgicos; lo que conlleva a que se aflojen las arenas rigidas cuyas particulas son
muy pequefias y constituyen poros que no permiten una facil penetracion de las raices,

pues disminuyen el grado de compactacion.
ESTADIO DE CRECIMIENTO

Rios y Acevedo (2007), el tiempo que transcurre la planta de Oreocallis grandiflora
(Lam.) R. Br. en cada estadio de crecimiento es: plantulas entre 2 a 3 afios, juveniles 4 a
6 afios (primera floracidn), plantas maduras entre 6 a 12 afios. Y finalmente se consideran
plantas viejas a partir de 13 a 15 afios de vida, que generalmente se manifiesta con la

muerte regresiva.



2.6. USOS Y POTENCIALIDADES

¢ Producto: Reynel y Marcelo (2009), mencionan que esta especie se usa en la confeccion
de canastas con las ramitas y rebrotes (por la flexibilidad que presentan), madera con alto

poder calorifico, se le valora como lefia y tinglados para viveros.

o Agroforesteria: Pretell et al. (1985), por su rusticidad, sistema radicular y aporte de

hojarasca al suelo, es una buena especie para proteccion de laderas.

e Medicinal: Saavedra (1995), menciona que las flores en infusién son utilizadas para aliviar
el resfrid. El jugo extraido de las capsulas y semillas es considerado ttil para el caso de

hernias aplicandolo externamente en cataplasma.

Tamariz (1999), menciona que se utilizaron extractos hidroalcohdlicos y acuosos de
Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. para realizar pruebas bioldgicas y fitoquimicas, los
experimentos realizados demostraron en estas dos formas de extractos un gran espectro
de actividad antibacteriana e indicando que los compuestos fendlicos, flavonoides,
esteroides/triterpenos que contienen al parecer tendrian altas actividades o estarfan en altas

concentraciones.

Segtin DICYT (2007), “el 25 por ciento de los farmacos que se prescriben hoy en dia
tienen origen vegetal y constituyen la base para la industria cosmética, de perfumes,
agroalimentaria, de insecticidas y otras. La alternativa a la produccién natural es su
cultivo in vitro, que se basa en una propiedad de las células vegetales denominada
totipotencia, es decir, “que una célula en un momento adecuado y con condiciones
adecuadas puede dar lugar a una planta completa sin necesidad de que haya
germinacion”. Producir estos compuestos en el laboratorio “evita la influencia de factores
como el clima o las plagas, asegurando un buen suministro al mercado sin necesidad de

tener que explotar el medio natural”.

Inforegién (2010), menciona que el Peru ofrece un interesante potencial derivado de su

inmensa diversidad bioldgica nativa para ingresar a nuevas lineas productivas asi como



2.7.

consolidar su actual oferta de plantas medicinales para los mercados locales, regionales,

nacional e internacional.

Ornamental: Presenta flores vistosas.

PROPAGACI()N DE Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br.
Propagacion asexual

Pretell et al. (1985), menciona que la propagacion asexual es a través de estacas, pero
debido a la pobre capacidad de enraizamiento de las estacas de Oreocallis grandiflora

(Lam.) R. Br., la mejor forma de propagarlo es a partir de semilla boténica.
Propagacion sexual

Seguin Reynel y Marcelo (2009), el Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br., en condiciones
ex vitro se propaga sexualmente por semilla botanica, mediante un tratamiento
pregerminativo: remojo en agua por 48 horas y eliminacion mecanica del ala de la semilla.
Las semillas se siembran en camas de almacigo, con un sustrato de tierra negra / tierra
agricola / turba / arena (1/2/1/1); con un porcentaje de germinacioén del 90 al 97 %.
Finalizada la germinacion (entre 14 y 25 dias), se espera a que la planta presente 3 a 5 cm
de altura para repicar a bolsas de polietileno. Finalmente para la instalacion de la planta a
campo definitivo se recomienda plantar a raiz desnuda, y una vez entrada la temporada

de lluvias.

Mientras que en condiciones in vitro Yldefonzo (2013), menciona que se propaga
sexualmente por semilla botanica (provenientes de foliculos de color marrén, rojizo o
amarillo) en medio Murashige y Skoog, 2,2 g/L (a mitad de la concentracion),
suplementado con sacarosa 2,0 % y Phytagel 0,3 % con pH 5,67, permitiendo el 100 % de

germinacion.



2.8.

2.9.

CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

Mroginski et al. (2010), definen al “Cultivo de tejidos” como un conjunto muy
heterogéneo de técnicas que presentan en comun el hecho de que un explante (una parte
separada del vegetal que puede ser protoplastos — células desprovistas de pared celular —
células, tejidos u 6rganos) se cultiva asépticamente en un medio artificial de composicion
quimica definida y se incuba en condiciones ambientales controladas. También se lo
conoce como “cultivo in vitro de plantas” por realizarse en recipientes de vidrio (hoy

también de otros materiales).

Oxford-Complutense (1998), el cultivo de tejidos es el desarrollo de tejidos de organismos

vivos fuera del organismo, en un adecuado medio de cultivo.

Roca y Mroginski (1991), mencionan que el éxito del cultivo de tejidos depende
sustancialmente del medio del cultivo empleado, que se ajuste a los principales
requerimientos nutricionales de la especie vegetal, al tipo de explante, y al sistema del

cultivo.

Mroginski et al. (2010), definen al medio de cultivo como una formulacién de sales
inorganicas y compuestos organicos requeridos para la nutricion y manipulacién de los
cultivos. Bésicamente, los medios de cultivo se componen de compuestos que
suministran: Una fuente de carbono, nutrientes minerales, sustancias vitaminicas,
sustancias reguladoras de crecimiento y agente gelificante (en el caso de medios

semisolidos).
MICROPROPAGACION

Barba et al. (2001), citado por Rosales (2014), la micropropagacién implica la seleccion
de una planta y el aislamiento de una parte de ella, llamada explante el cual después de
someterse a desinfeccion, se coloca en un medio de cultivo en donde dar4 origen a
embriones o brotes y finalmente, a plantas completas; una vez que se obtienen las plantas,
se sacan de condiciones in vitro y se trasplantan a un sustrato a condiciones ambientales

para su comercializacién o utilizacidn.



Segtn Olmos et al. (2010), la micropropagacidn consiste en la propagacion de plantas en

un ambiente artificial controlado, empleando un medio de cultivo adecuado.
Olmos et al. (2010), mencionan cinco etapas para la micropropagacion:

Etapa 0: Preparacion del material vegetal
Etapa 1: Establecimiento del cultivo
Etapa 2: Multiplicacion

Etapa 3: Enraizamiento

Etapa 4: Aclimatacién

Para este trabajo de investigacion se ha trabajado en las dos ultimas etapas, las mismas

que se detallan a continuacion:
2.9.1. Etapa 3: Enraizamiento

Olmos et al. (2010), mencionan que en esta etapa se produce la formacién de raices
adventicias. En las especies herbaceas es relativamente facil mientras que en muchas
especies lefiosas resulta mas complicada por su limitada capacidad rizogénica. El

enraizamiento puede realizarse tanto en condiciones in vifro como ex vitro.

Para ¢l enraizamiento in vitro se hace uso de algunos “reguladores de crecimiento”,
definidas por Pierik (1990) como un grupo de hormonas vegetales (naturales o
sintéticas), que producen elongacién y divisién celular, promueven o inhiben la
aparicion de raices adventicias y/o de yemas adventicias (en los véstagos). Estas -
hormonas se encuentran presentes y activas en pequefias cantidades y se las pueden

clasificar en: auxinas, citoquininas, giberelinas y etileno.

Para este trabajo de investigacion se hizo uso de un tipo de auxina y una giberelina:

Acido Naftalenacético (ANA) y Acido Giberélico (AG3).

Pierik (1990), menciona que el Acido Naftalenacético (ANA), es una auxina sintética,

y relativamente mds activa, utilizindose en concentraciones de 0,001-10 mg/L. Las
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auxinas generalmente producen: elongacion celular y expansion de los tejidos, division
celular (formacion de callo), formacidon de raices adventicias, inhibicién de la
formacion de vastagos axilares y adventicios, y frecuentemente embriogénesis en los

cultivos en suspension.

Figura 1. Estructura del Acido Naftalenacético

Fuente: http://es.wikipedia.org/wiki/Auxinas

Segun Pierik (1990), el Acido Giberélico (AGs), es una de las giberelinas mas usadas,
pero debe tenerse en cuenta que es muy sensible al calor: Se pierde el 90 % de su
actividad bioldgica después del autoclavado. Las giberelinas generalmente inducen la
elongacion de los entrenudos y el crecimiento de los meristemos, pueden romper la
dormicion de embriones aislados o yemas. Las giberelinas generalmente inhiben la

formacion de raices adventicias, y también la formacion de vastagos.

Figura 2. Estructura del Acido Giberélico

Fuente: http://es.wikipedia.org/wiki/Acido giberélico
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2.9.2. Etapa 4: Aclimatacion

Taiz y Zeiger (2006), mencionan que la aclimatacion es la tolerancia de un organismo,
especialmente una planta, como resultado de una exposicidon previa al estrés. La
aclimatacién se distingue de la adaptacién porque esta tiltima se refiere al nivel de
resistencia determinado genéticamente, que se ha adquirido por un proceso de

seleccion tras numerosas generaciones.

Olmos et al. (2010), mencionan que la estrategia a implementarse durante la etapa de
aclimatacion debera contemplar el control minucioso de los pardmetros ambientales
(humedad, temperatura y luz) de tal manera que permita disminuir la deshidratacién y,
al mismo tiempo, estimular la fotosintesis con el objeto de generar un rapido
crecimiento de los plantines. El retraso en el desarrollo de la cuticula y la escasa
funcionalidad del aparato estomético que presentan las hojas de la mayoria de las
especies cultivadas in vitro, determinan una alta tasa de transpiracién que puede
ocasionar la muerte por deshidratacion. El control de este proceso fisiolégico es de vital
importancia durante la aclimatacion, teniendo en cuenta que la disminucién de la
transpiracién serd gradual y dependera de la rehabilitacién de los estomas, asi como

también del desarrollo de la cuticula.
2.10. FACTORES QUE INFLUYEN EN EL ENRAIZAMIENTO Y ACLIMATACION

2.10.1. En el enraizamiento

En general los factores que afectan el enraizamiento in vitro son: factores genéticos,
factores fisiologicos, factores del medio de cultivo (como carbohidratos, nutrientes

minerales y reguladores de crecimiento), factores ambientales, entre otros.
2.10.1.1. Factores genéticos

Radice (2010), manifiesta que el genotipo es un proceso determinante en todos los
procesos morfogénicos (entiéndase por morfogénesis como la capacidad de

regenerar 6rganos Y tejidos a partir de un explanto inicial), desde la capacidad del
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2.10.1.2.

2.10.1.3.

explante para su establecimiento en condiciones in vitro a la proliferacién de callo,
o la diferenciacion y crecimiento de nuevos 6rganos. Por esta causa no es posible

generalizar metodologias o protocolos de trabajo.

Segtin Cortina et al. (2006), muchas de las caracteristicas relacionadas con el
crecimiento y la adaptacion de las especies estén sujetos a control genético, y se

ha de tener en cuenta para un uso correcto de los materiales de reproduccion.

Greenwood y Weir (1994), citado por Solé (2012), han sugerido que la variacion
genética relacionada con la capacidad de enraizamiento podria ser dependiente de

variaciones en la respuesta a auxina de cada familia.
Factores fisiologicos

Marin (1997), reporta que el estado fisioldgico en que se encuentra el brote es muy
importante. Esta influido tanto por el origen del explanto como por subcultivos
anteriores. Los explantos tomados de plantas jévenes enraizan con mas facilidad
que los tomados de plantas adultas. El enraizamiento mejora al aumentar el nimero
de subcultivos in vitro, dado que se produce un presunto rejuvenecimiento,
también con etiolacidn y con heridas basales. Por otra parte, el enraizamiento es
perjudicado por una alteracion fisiologica, la vitrificacion, en que los tejidos se

vuelven hiperhidricos.

Factores del medio de cultivo

Cafbohidratos

Pierik (1990), menciona que el azlicar es un componente muy importante en
cualquier medio nutritivo, y es esencial para el crecimiento y desarrollo in vitro,

ya que el crecimiento tiene lugar en condiciones poco apropiadas para la

fotosintesis debido a la baja intensidad luminica.
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Mroginski et al (2010), manifiestan que practicamente todos los cultivos in vitro
son heterétrofos y por ende necesitan del suministro de una fuente de carbono. La

sacarosa, en concentraciones de 2 al 5 %, es el azlicar mas utilizado.
Nutrientes minerales

Marin (1997), menciona que los medios de cultivo deben suministrar los mismos
macro y micronutrientes que son esenciales para el crecimiento de las plantas
enteras. Una concentracién de nutrientes minerales reducida a la mitad o a la

cuarta parte suele mejorar el enraizamiento en arboles y arbustos.

Olmos (2010), menciona que los medios basales mas usados para angiospermas
son el MS (Murashige y Skoog) y el WPM (woody plant medium, esto es, medio

para plantas lefiosas).
Reguladores de crecimiento

Pierik (1990), menciona que en el cultivo in vitro de las plantas superiores, los
reguladores de crecimiento, especialmente las auxinas y citoquininas, juegan un

papel muy importante.

Radice (2010), estos compuestos pueden promover la morfogénesis aun cuando la

concentracion salina no sea la adecuada.

Taiz y Zeiger (2006), mencionan que la relaciéon auxina/citoquinina regula la
morfogénesis en cultivos de tejidos de la siguiente manera: relaciones altas de
auxina/citoquinina estimulan la formacion de raices, valores bajos de la relacion
auxina/citoquinina dan lugar a la formacién de tallos. A niveles intermedios el

tejido crece como un callo indiferenciado..

Marin (1997), menciona que las aplicaciones de auxina durante todo el

enraizamiento a 0,2-3 mg/L son poco utilizadas, ya que muchos patrones forman
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2.10.1.4.

abundante callo debido a la accién continua de la auxina, especialmente con el

ANA.

Pernisova et al. (2008), Selby et al. (1992), citado por Solé (2012), mencionan que
los efectos de las hormonas vegetales como las citoquininas, las giberelinas y el
acido abscisico en el proceso de formacidn de raices adventicias también ha sido
estudiado. Las citoquininas parecen ser €l inhibidor méas activo de enraizamiento
adventicio y se ha sugerido que participan en la regulacién de la distribucion
auxinica intracelular afectando a la capacidad de induccién de organogénesis de la
auxina. Por otro lado el efecto inhibidor de enraizamiento de las giberelinas y el

acido abscisico parece ser menos potente que el de las citoquininas.

Segun Harbage y Stimart (1996), citado por Marin (1997), en el medio de cultivo
el pH y la actividad de los tejidos cultivados disminuyen con el tiempo,
encontrando una influencia notable de la acidificacion del medio en la inhibicién

del enraizamiento.
Factores ambientales

Los cultivos de tejidos vegetales deben mantenerse en condiciones ambientales
semejantes a las naturales mas favorables. La luz, la temperatura y la humedad
relativa son los principales factores del ambiente que inciden sobre los cultivos

(Vidalie, 1986).

Mroginski et al. (2010), Marin (1997), en general, los cultivos son incubados a
temperatura constante de 25-28 °C. La temperatura comiinmente utilizada para
enraizamiento es cercana a 25 °C, aunque en ciertos casos ha sido favorable una

temperatura mas alta (35 °C).v

Marin (1997), Mroginski et al. (2010), la luz es necesaria, para que 1a morfogénesis
tenga lugar y se produzcan brotes de aspecto normal, los cultivos sometidos a
intensidades de luz muy altas o muy bajas no muestran buen crecimiento.

Intensidades de 1000 a 3000 lux son suficientes para un desarrollo normal. La luz
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es generalmente provista de ldmparas fluorescentes del tipo <<luz dia>>, con ciclo

de luz/oscuridad de 16/8 horas.

Radice (2010), la humedad dependera del sello o cobertura del envase empleado.
Si este cierre es hermético, la humedad interior sera del 100 %. Si en cambio existe
la posibilidad de un intercambio gaseoso la humedad puede descender a niveles
cercanos al 50 %. Este importante descenso de humedad puede jarovocar variacion

en la concentracion de sus compuestos hasta llegar a niveles toxicos.
2.10.2. En la aclimatacion

Hartman y Kester (1997), la duracion de esta etapa depende principalmente de la

rusticidad de las especies pero en general es de 45 a 60 dias aproximadamente.

Pierik (1990), las plantas cultivadas en tubos de ensayo tienen generalmente la cuticula
(capa de cera) escasamente desarrollada, debido a la alta humedad relativa, 90-100 %.
Como consecuencia, cuando se transfiere la planta al suelo, se produce una
transpiracion cuticular extra, ya que la humedad del aire en las condiciones in vivo es
mas baja. En las plantas procedentes de tubo de ensayo tienen las células en
empalizadas (presentan un gran contenido de cloroplastos y su funcién fotosintética es
primordial) mds pequefias y en menor cantidad. Los estomas pueden no ser
suficientemente operativos; y al permanecer abiertos, cuando la planta ha pasado al
suelo pueden ser el origen de un importante estrés hidrico, durante las primeras horas
de aclimatacién. Es importante tener en cuenta que la planta no ha desarrollado su

capacidad fotosintética.

Castillo (2007), Rojas et al. (2004), los factores ambientales a tomar en cuenta en la

etapa de aclimatacion son: temperatura, humedad relativa e intensidad de luz y sustrato.

2.10.2.1. Temperatura: para la mayoria de los cultivos en invernadero esté entre los 20 a

25 °C.
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2.10.2.2. Humedad relativa e Intensidad de luz: en un invernadero bajo condiciones de
humedad constante y baja radiacion solar. Se requiere durante los tres primeros
dias de un ambiente cercano al 95 % de humedad relativa y 40 % de exposicién a

la luz.

2.10.2.3. Sustrato: suelto, poroso, y estéril para fomentar el crecimiento, desarrollo y

especializacion de las raices.
2.11. SUSTRATOS

Alvarado y Solano (2002), definen al sustrato o medio como material en el cual se plantan
semillas, se insertan brotes, o se establecen plantas. Presentando las siguientes funciones:
Proporciona un anclaje y soporte para la planta, retiene humedad de modo que esté
disponible para la planta, permite el intercambio de gases entre las raices y la atmosfera,

y servir como dep0sito para los nutrientes de la planta.

Debido a que la familia Proteaceae presentan raiz proteoide (Watt y John, 1999). Las
plantas de Chacpa deben estar en un sustrato adecuado que les proporcione sostén y

drenaje.
2.11.1. Arena

Infoagro (2014), la arena es de origen inorganico o mineral natural, como la arena de
rio. Su granulometria mas adecuada oscila entre 0,5 y 2 mm de didmetro, densidad
aparente es similar a la grava, su capacidad de retencion del agua es media (20 % del
peso y mas del 35 % del volumen), su capacidad de aireacién disminuye con el tiempo
a causa de la compactacion, su capacidad de intercambio catiénico es nula. Es
relativamente frecuente que su contenido en caliza alcance el 8-10 %. Algunos tipos de
arena deben lavarse previamente. Su pH varia entre 4 y 8. Su durabilidad es elevada.
Es bastante frecuente su mezcla con turba, como sustrato de enraizamiento y de cultivo

en contenedores.
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2.11.2, Musgo

Campbell y Reece (2007), Bryophyta es el nombre taxonémico formal del filo
constituido solamente por los musgos. Estas plantas son particularmente comunes y se
diversifican en los bosques himedos y terrenos pantanosos, donde constituyen hébitats
para mintsculos animales. Algunas especies de musgos habitan inclusive en ambientes
tan extremos como cumbres de las montafias, tundras y desiertos. Muchos musgos
existen en habitats muy frios o secos porque pueden sobrevivir a la pérdida de la mayor

parte de su agua corporal y luego rehidratarse cuando la humedad esta a su disposicion.

Un género de musgo de los terrenos pantanosos, Sphagnum, o musgo de la turba o
musgo esfagno, esta ampliamente distribuido, formando extensos depdsitos de material

organico parcialmente degradado conocido como turba.

Condori et al. (2012), mencionan que hasta el momento se han reportado para el Pera
cuatro especies, siendo la de mayor abundancia la especie Sphagnum maguellanicum,
la cual crece en las zonas altoandinas, con altos indices de humedad. El cual es
cosechado y secado por las comunidades de Junin para ser luego exportado a bajo

precio, principalmente como sustrato para el cultivo de orquideas.

Estudios realizados en las caracteristicas fisicoquimicas obtenidas para dos muestras

de Sphagnum maguellanicum colectadas en Junin muestran:

e Densidad aparente: 0,02175 —0,02615 g/mL.

e pH:4,5-6,0.

o Conductividad: 182,7-197,2 uS.

e Captacion de agua (30 segundos): 16 —21 mL/g.

e (Capacidad de retencion del agua 21 veces su peso seco.
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2.11.3. Turba

Serrada (2000), la base mas extendida para la formacion de sustratos para el cultivo de
planta forestal es la turba natural, pura o mezclada con otros componentes, que es

biolégicamente estéril, de baja densidad, higroscopica y bastante estable.

Jaramillo (2002), define a la turba como residuos vegetales disgregados,

incompletamente descompuestos.

Abad y Noguera (1998), citado por Jaramillo (2002), resaltan las siguientes
propiedades:

e Ladensidad aparente puede Ilegar maximo hasta 0,6 g/mL.
e La porosidad total puede llegar a ser mayor al 95 %.

e El pH puede variar entre 3,5 y 8,5.

e Presentan alta CIC: mayor a 100 cmol (+) (kg de suelo).
¢ Tienen un bajo nivel de fertilidad.

e Capacidad de retencion del agua 41-59 %.

Alvarado (2002), la turba consiste en vegetacion acudtica, pantanosa o de ciénaga
parcialmente descompuesta. La composicion de los diferentes dep6sitos de turba varia
mucho, dependiendo de la vegetacidon original, estado de descomposicién, contenido
mineral y grado de acidificacién. La turba puede ser clasificada en cuatro. tipos

distintos:

e Turba de musgo Sphagnum.
e Turba de musgo Hypneum.
e Turba de cafiuela y junco.

e Turba de humus o estiércol.

Soil Survey Division Staff (SSDS, 1993), citado por Jaramillo (2002), retine, con un
sentido meramente descriptivo y practico, los diferentes tipos de turbas en cuatro

grupos:
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e Turba de musgo: Compuesta por residuos de musgos, incluyendo Sphagnum.
e Turba herbacea: Compuesta por residuos de plantas herbaceas como juncos.

¢ Turba de madera: Formada por residuos de plantas lefiosas como arboles y

rastrojos.

e Turba sedimentaria: Dep0sito organico compuesto principalmente por restos
de plantas acuaticas flotantes y de residuos de material fecal de animales

acuaticos.
2.11.3.1. Turba de musgo Sphdgnum

Segun Alvarado (2002), es la forma de materia organica mas popular para la
preparacion de sustratos para potes. El drenaje y la aireacién son muy mejorados.
La acidez de esta turba varia con su origen, pero en general es bastante 4cida. El
aspecto mas importante es que no ocurren cambios bioldgicos o quimicos, en el

medio de cultivo, preparado con esta turba después de la pasteurizacion.
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES

3.1.1. Area de estudio - ubicacién

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Biologia de la
Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional “Santiago Antinez de Mayolo”, por
un periodo comprendido entre los meses de agosto de 2014 a febrero de 2015

A. Ubicacion politica

Departamento : Ancash

Provincia : Huaraz
Distrito : Independencia
Lugar : Shancayan-Ciudad Universitaria de la UNASAM

B. Ubicacién geografica

Latitud : 09°30°59.35°°S
Longitud :77°31°27.86°0

Altitud : 3082 m.s.n.m.

3.1.2. Materiales de laboratorio

e Placas de Petri de 150 x 15 mm
e Pipetasde 10 mL
e Matraces Erlenmeyer de 500 mL
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Beakers de 500 mL

Probetas deA 100 mL

Termdémetro ambiental
Hidrémetro

Mechero de alcohol

Magentas de plastico de aprox. 150 mL
Tubos de ensayo de 25 x 150 mm
Goteros con perilla o dedal de jebe
tapas para tubos de 25 x 150 mm
Tijera quirtrgica

Pinza de 20 cm de largo

Espatula

Microespatula

Gradillas de plastico y metal
Papel toalla

Bandejas de plastico

Plumén marcador

Regla de escritorio

Pizeta

Fluorescentes

Fésforo

Gorros

Guantes de latex

Mascarillas

Guardapolvo

Algodoén

Envases de plastico

Ligas de hule

Pulverizador
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3.1.3. Equipos

¢ Balanza analitica marca ADAM

e Autoclave Horizontal marca Phoenix

e Refrigeradora marca LG

e pH-metro marca Thermo Scientific Orion 4 Star
e  Agitador magnético marca IKA- CMAG HS7

e  Micropipeta marca Axygen de 100 — 1000 uL

e Micropipeta marca Axygen de 20 — 200 uL

e Camara fotografica marca Canon 16 mp

e  Luxdometro marca PCE Instruments

e (Céamara de flujo laminar marca Labconco

e Camara de aclimatacion o estante de vidrio con puerta corrediza

3.1.4. Material vegetal e Insumos

e Explantos (Vitroplantas) de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br.

o Hormona Acido Naftalenacético (ANA) y Acido Giberélico (AG3) (SIGMA)
e  Medio basal Murashige y Skoog (SIGMA)

e Sacarosa (Scharlau)

e Phytagel (SIGMA)

e Modificadores de pH (HCl y NaOH)

e Buffer

e Alcohol de 96°

e Agua destilada estéril

e  Metanol

e Sustratos: tierra agricola, turba, musgo y arena
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3.2. METODO

3.2.1. Tipo de Estudio

Se trata de una investigacion aplicada por que los resultados obtenidos nos permitiran

brindar recomendaciones sobre el enraizamiento y aclimatacién de Oreocallis

grandiflora (Lam.) R. Br.
3.2.2. Diseifio experiniental

El disefio estadistico empleado es el Disefio Completamente al Azar DCA con 5

tratamientos (incluido el testigo) y 20 repeticiones por hormona.

3.2.3. Randomizacion

Cuadro 01: Randomizacién en el Disefio Completamente al Azar.

Variable independiente X CONCENTRACIONES
HORMONALES (T.)
Variable dependiente Y To T T2 Ts Ty
Componente de la planta Py | ToPy [ TPy | T2Py | T5P, | T4 Py

Para el Acido Naftalenacético (ANA)

Doénde:
Pn: Explante, subcultivado de la etapa de multiplicacion (Etapa II).

Ta: Concentracién final de Acido Naftalenacético - ANA (mg.L}): To= 0 mg.L";
T:1=0,25mg.L'!; T>= 0,50 mg.L!; T3= 0,75 mg.L-' y T4&= 1 mg.L.
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Para el Acido Giberélico (AG3)

Dénde:

Pn: Explante, subcultivado de la etapa de multiplicacion y (etapa II).

Tn: Concentracién final de Acido Giberélico - AGs (mg.L?): To = 0 mgL™;
T1=025mgL?; T,=0,50 mgL"; T3=075mg.L' y T&=1 mgL".

3.2.4. Esquema experimental

Cuadro 02: Disefio completamente al azar para la propagacion in vitro de Oreocallis
grandiflora (Lam.) R. Br. (Chacpad).

‘ Ta Ll T T | | Ta Ty To T2 Ta T3 T1
TaR: ToR1 TaR: TRy TRy ToR:1 TaR: LELS RELE TiR:1
TsRa ToR2 LEL?! T4R2 TiR2 ToR2 TaR; TaR3 TsR2 TiR2
TiRs ToR3 TaRs TaR3 TiRs ToR3 TaRs TaRs TsR3 TiR;
T3R4 ToR4 TaRa T4R4 TiR4 ToRa T2Rs TaR4 TsRa TiRa
TiRs ToRs TaRs TaRs TiRs ToRs TaRs T4Rs TsRs T1Rs
TsRe ToRe T2Re TaRe TiRs ToRe T2Re TaRs T3Rs TiRs
TsRy ToR; TaR7 TaR7 TiRy ToR7 TRy T4Ry TsR; TRy
TiRs ToRsg T2Rs TaRs TiRe ToRe TaRe TaRsg T3Rq TaRs
LELE) ToRy T2Rg TaRo TiRo ToRe TaRe TaRo LE TiRq
TaR1o ToR1o T2R10 TaRiw| |TiRwo ToR10 TR1wo| |TaRie TsRio| |TiR1o
TsR1s )] {ToRua{ |ToRia| (TaRua| |TiRn ToRi1| |ToRazj [TaRu} |TsRu| |TiRu
TaR12{ |ToR12| |ToRiz| |TaRiz| {TiRuz ToR12| |ToRna| |TaRi2) [TaR1z| |TiRp2
TsR13 ToRu3 ToRya| |TaRis T1iR13 ToR13 ToR13] [TaRiz| | T3Ris TiRi3
RELEY ToR14 T:R1a TsR1a| |TiR1a ToR1a ToR1a| [TaR1a TsR1a TiR1a
TsR1s ToRss TaR1s T4R1s TiR1s ToR1s ToRis| | TaRas TiRis TiRas
TsRie| |ToRis| |TaRas| |[TaRis| |T1Rus ToRis| |ToRis! |TaRis| |[TsRis| |TiRis
TaRi7| {ToRiz| |[T2Riz} |TaRiz| | TiRy7 ToR17| [TaRaz| {TaRaz] [T3Ri7| |TiRyy
TsRis| |ToRis| |T2Ris| |TaRis| |TiRs ToRis| {ToRis| |[TeRis| |TaRis| |TiRus
TaRio| [ToRig| |TRig| {TaRie| |TiRye ToRag| |ToRae| |TaRig| |[T3Rie| |TiRae
TsR2e| |ToRao!| |TaR20i {TaRao| |TiRao ToR2e{ {TaRao{ [TaRao| |T3Rao| |TiRoo
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Hormona: Acido Naftalenacético (ANA)

To: 0 mg/L el testigo

T1: 0,25 mg/L de Acido Naftalenacético (ANA)
T2: 0,50 mg/L de Acido Naftalenacético (ANA)
Ts: 0,75 mg/L de Acido Naftalenacético (ANA)
Ta: 1 mg/L de Acido Naftalenacético (ANA)

Rn: Repeticiones

| Hormona Acido Giberélico (AG3)

To: 0 mg/L. el testigo

Ti: 0,25 mg/L de Acido Giberélico (AGs)
T2: 0,50 mg/L de Acido Giberélico (AG3)
Ts: 0,75 mg/L de Acido Giberélico (AGs)
Ts: 1 mg/L de Acido Giberélico (AGs)
Ra: Repeticiones

3.2.5. Procesamiento estadistico

Se empled el Disefio Completamente al Azar DCA. Empleandose ademas la prueba de

comparacion de medias de Tukey (a = 0,05).

Modelo aditivo lineal para DCA:

Para el Acido Naftalenacético (ANA)
Yij=p+ i+ &ij
Donde:

Yij : Valor o rendimiento obtenido en el j-ésimo explanto de Chacp4, tratado con
la i-ésima dosis de la hormona de Acido Naftalenacético (ANA).

p : Efecto de la media general.
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1i : Efecto de la i-ésima dosis de la hormona de Acido Naftalenacético (ANA).
eij : Efecto del error experimental en el j-ésimo explanto de Chacpd, tratado con

la i-ésima dosis de la hormona de Acido Naftalenacético (ANA).

Para el Acido Giberélico (AG3)

Yij = p+ 1i + ij
Dénde:
Yij : Valor o rendimiento obtenido en el j-ésimo explanto de Chacp4, tratado con
la i-ésima dosis de la hormona de Acido Giberélico (AGs).
u : Efecto de la media general.
7i : Efecto de la i-ésima dosis de la hormona de Acido Giberélico (AG3).

eij : Efecto del error experimental en el j-ésimo explanto de Chacpa, tratado con

la i-ésima dosis de la hormona de Acido Giberélico (AG3).
Analisis de varianza
El andlisis de varianza para un disefio completamente al azar

Cuadro 03: Andlisis de varianza (ANVA).

Fuentes de variacion G.L. S.C C.M. F.Cal
Tratamiento t—1 ZXYi¥r-TC SC(t)/gl(t) CMt/CMe
Error -t ZYP-XYi¥ri  SC(e)/gl(e)

Total r.—1 ZY-TC
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3.2.6.

3.2.7.

3.2.8.

3.2.9.

a.

Poblacién o Universo

Explantos (vitroplantas) de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. obtenidas en el

proceso final de multiplicacion (Etapa 02).

Unidad de Analisis

~ Explanto (vitroplanta) de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br.

Muestra

Doscientos explantos (vitroplantas) de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br.

Parametros a evaluar

En el enraizamiento

Numero de raices adventicias: Estos datos fueron tomados mediante la
observacion haciendo el conteo de cada raiz adventicia por cada vitroplanta (200)
para todos los tratamientos cada 30 dias hasta los 90 dias para AG3y 60 dias para

ANA.

Longitud de raiz adventicia: Se tom¢ las medidas (en centimetros) con la ayuda
de una regla desde el punto de insercion de la raiz en el tallo hasta el 4pice de la -

raiz para todos los tratamientos cada 30 dias hasta los 90 dias para AGs.
Vitroplanta con callo: Estos datos fueron tomados mediante la observacion
haciendo el conteo de cada vitroplanta con callo para todos los tratamientos con

ANA (incluido el testigo-T0) cada 30 dias hasta los 60 dias.

Altura de vitroplanta: Se tom¢ las medidas (en centimetros) con la ayuda de una

regla desde donde inicia la parte del tallo hasta la parte apical de la planta. Estos
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datos fueron cuantificados para cada vitroplanta en estudio cada 30 dias hasta los

90 dias para AGs y 60 dias para ANA.

b. En la aclimatacion

e Mejor sustrato: Esta evaluacion se realizo con las mejores vitroplantas enraizadas

de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br., los cuales fueron sembrados en 5

sustratos diferentes (cuadro 04) en condiciones de invernadero y evaluados

porcentualmente al término de un mes.

Cuadro 04: Prendimiento porcentual de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. por

sustrato.
A B C D E
Sustratos Musgo+  Musgo + Turba + Turba +
) Tierra Arena  Arena  Arena Tierra
(1:1) (1:1) (1:1) (1:1)
Prendimiento
porcentual % % % % %
(%)

e Porcentaje de supervivencia: Las vitroplantas enraizadas de Oreocallis
grandiflora (Lam.) R. Br. fueron tomadas al azar, y sembradas en el mejor sustrato
en condiciones de invernadero, la evaluacién se realizé descriptivamente durante
2 meses en funcién de la respuesta morfoldgica (aparicion de brotes). La variable

de interés se cuantifico mediante la siguiente operacion:

% Supervivencia = Plantas viables x 100 %
Total de plantas
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3.3. PROCEDIMIENTO

3.3.1. Enraizamiento in vitro de Oreocallis grandifiora (Lam.) R. Br.

a.

Preparacion del medio de cultivo con hormona ANA

Este proceso se realizd en el laboratorio, donde se tom6 como base la preparacién de
un litro de medio semisélido Murashige y Skoog. Pesamos sacarosa extra pura
(Scharlau) 2,0 g/100 mL, méas el medio Murashige y Skoog (Marca Sigma)
2,2 g/1000 mL (a mitad de la concentracion indicada de 4,4 g/1000 mL). Se mezclo
en 300 mL de agua destilada (para cada tratamiento incluido el testigo), en un matraz
(de 500 mL) y se agitd hasta tener una solucion homogénea, casi transparente; luego
con la ayuda de una micropipeta se agregé las dosis correspondientes de ANA en
diferentes concentraciones (Cuadro 02). Se vertié en un Beaker (de 500 mL). Los
medios liquidos fueron homogenizados en un agitador magnético, y s¢ ggusto el pH
a 5,67 con el pH-metro, afiadiendo el NaOH (1,0 N) para subir el pH, y HCI (1,0 N)

para disminuir el pH.

Para la gelificacion a condicion semisdlida se agregd Phytagel (Marca Sigma)
0,3 g/100 mL. Una vez disuelto homogéneamente el agente gelatinizador con la
ayuda del microondas, el medio fue dispensado en tubos de ensayo (25 x 150 mm) a

razén de 15 mL por tubo.

Los tubos fueron tapados y esterilizados en autoclave durante 20 minutos, a una
temperatura de 120 °C y 1 atm de presion. Finalmente se saco y se dejé enfriar a
temperatura ambiente.

Preparacion del medio de cultivo con hormona AG3

Al igual que en el primer caso se prepar6 el Medio Murashige y Skoog (a mitad de

concentracion de sales) suplementado con sacarosa 2,0 g/100 mL, Phytagel 0,3 g/

100 mL, y AG3 en diferentes concentraciones (Cuadro 02).
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Figura 03. Preparacion de medio de cultivo con y sin hormonas. A) Pesado de
sacarosa, MS/2 y Phytagel. B) Incorporacion de hormona a la solucién de sacarosa

yMS/2. C) Medicion de pH del medio de cultivo D) Medios de cultivo esterilizados.

Siembra in vitro

Se utilizaron 200 explantos (vitroplantas) de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. en

la fase final del subcultivo de la etapa de multiplicaciéon y mantenidas en MS/2 por
45 dias.

Los explantos de Chacpa se seleccionaron en funcién del tamafio, grosor del tallo y

edad con el fin de disminuir la variabilidad de respuesta a enraizamiento.

En la camara de flujo laminar, se sembro los explantos (la parte. juvenil de las
vitroplantas) de 2 cm de altura aproximadamente, con la ayuda de una pinza y una
tijera quirargica, en los tubos de ensayo que contenian el medio Murashige y Skoog
a mitad de sales, mas las dosis hormonal de ANA; del mismo modo se trabajé para el
AG3 (200 tubos/dia).
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Se utilizé una vitroplanta por cada tubo de ensayo.

Figura 04. Siembra in vitro de Oreocallis grandiflora (Lam.) R, Br. A) Corte del

explanto deseado. B) Siembra del explanto en tubo de ensayo con medio de cultivo.

d. Incubacion in vitro

Se incubaron los explantos sembrados en tubo de ensayo durante 90 dias para ¢l caso
del AGs, y 60 dias para el caso del ANA con un fotoperiodo 16 horas luz / 8 horas
oscuridad, una intensidad luminica de 1300 lux y una temperatura constante a 20 +

2 °C, durante el cual se evalud cada 30 dias las variables de interés.

Figura 0S5. Incubacion in vitro de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br.

A) Incubacion de los explantos sembrados. B) Evaluacion de las variables de interes.
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3.3.2.

a.

b.

Aclimatacion de Oreocallis grandifiora (Lam.) R. Br. en condiciones de

invernadero.
Preparacion y esterilizaciéon de sustratos

Se preparé 5 sustratos diferentes (cuadro 04). Los sustratos fueron distribuidos en
cada envase de pléstico (de 8 x 10 cm), humedecidos con la ayuda de un pulverizador
de mano y puestos en bandejas de plastico, para luego ser llevados a esterilizar en el

autoclave durante 20 minutos, a una temperatura de 120 °Cy 1 atm de presion.

L

Figura 06. Preparacion y esterilizacion de los sustratos. A) Humedecimiento de los

sustratos. B) Encendido de autoclave para la esterilizacion de los sustratos.
Prueba previa para la transferencia de vitroplantas de la etapa I11 a la etapa 1V,

Se realizo esta prueba previa para la aclimataciéon de Oreocallis grandiflora (Lam) R.
Br. en condiciones de invernadero, para establecer el mejor sustrato de los 5 sustratos
diferentes (cuadro 04). Siendo de estos sustratos, los 4 tipos de sustratos los mas
utilizados en viveros y de mayor acceso en nuestra localidad como: arena, musgo,

turba y tierra agricola.

Las vitroplantas enraizadas (sin hormona) fueron extraidas de cada tubo de ensayo
con la ayuda de pinzas. Luego se lavaron muy bien con agua de cafio para remover
los residuos del medio de cultivo. Seguidamente se sembraron en los envases de

plasticos que contenian los diferentes sustratos (cuadro 04), que fueron previamente
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esterilizados. Finalmente fueron puestos en cdmara humedad durante una semana
(humedad de 80-90 %), hasta bajar la humedad gradualmente en un 70 %
(condiciones de invernadero) al terminar el mes, donde se observé el mejor sustrato

para el prendimiento de Chacpa.

Figura 07. Vitroplantas enraizadas de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br.,

transferidas a S sustratos diferentes en condiciones de invernadero.

Transferencia de vitroplantas de la etapa 11l a la etapa IV

Una vez establecido el mejor sustrato (turba + arena en una proporcién de 1:1), las
vitroplantas enraizadas in vitro con las mejores condiciones fueron extraidas de cada
tubo de ensayo con la ayuda de una pinza, lavadas muy bien con agua de cafio para
remover los residuos del medio de cultivo, sembradas en vasos descartables (con el
sustrato esterilizado) y cubiertos con estos (Figura 08), para luego ser puestos en
camara humeda, después de dos semanas los vasos (que cubren a las plantitas) se
retiraron . El riego se realiz6 con la ayuda de un pulverizador de mano, la frecuencia
de riego fue cada 48 horas la primera semana y la siguiente de una por semana
(durante siete semanas). Siendo evaluado el porcentaje de supervivencia en

condiciones de invernadero cada mes durante 2 meses.
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Figura 08. Plantulas de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br., transferidas a un
sustrato estéril (turba y arena en una proporcién de 1:1).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. TRATAMIENTO HORMONAL CON ACIDO NAFTALENACETICO - ANA EN
LA ETAPA DE ENRAIZAMIENTO DE Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br.

4.1.1. Numero de raices adventicias de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. a los 30 dias

de aplicaciéon de ANA

Cuadro 05: Analisis de varianza del nimero de raices adventicias por vitroplanta a los

30 dias de aplicacion de ANA.

—
FUENTES DE ,
VARIACION GL sC cM F
TRATAMIENTOS| 4 0,3844 00961 | 728 *
ERROR

EXPERIMENTAL| °° 1,2577 0,0132

TOTAL 99 16421

En el Cuadro 05, se observa que existen diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos. El coeficiente de variabilidad es de 11,14 %, lo que indica que la

estimacion es precisa.

Cuadro 06: Prueba de Comparacién de Medias de Tukey, para el nimero de raices

adventicias por vitroplanta a los 30 dias de aplicacion de ANA.

Tratamientos Promedio Significancia
TO (Testigo) 0,4 A
T1 0 B
T2 0 B
T3 0 B
T4 0 B
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La prueba de Tukey, para el numero de raices adventicias por Vitroplanta de Oreocallis
grandiflora (Lam.) R. Br., muestra que el tratamiento TO (Testigo), con un promedio
de 0.4 raices adventicias, presento diferencias estadisticas significativas con respecto a
los demas tratamientos: T1 (0,25 mg/L. ANA); T2 (0,50 mg/L ANA); T3 (0,75 mg/L
ANA) y T4 (1,00 mg/LL ANA), los cuales no presentaron diferencias estadisticas

significativas entre ellos.

Promedio del nimero de raices por vitroplanta
1,20 -
3,00 4
080 1
R
'S 0,60
-
0,80
0,20 4
.00 Q.00 0,00 0,60
8,00 T T Y T 1
TO T1 T2 T3 T4
Tratamientos con ANA

Figura 09: Promedio del niimero de raices adventicias por vitroplanta con diferentes
dosis de ANA a los 30 dias después de la siembra: TO (Testigo); T1 (0,25 mg/L
ANA); T2 (0,50 mg/L. ANA); T3 (0,75 mg/L. ANA) y T4 (1,00 mg/L. ANA).

Cuadro 07: Porcentaje de vitroplantas enraizadas a los 30 dias de aplicacion de ANA.

. Total de vitroplantas Vitroplantas
Tratamientos . . o
enraizadas enraizadas (%)
TO 6 30
T1 0 0
T2 0 0
T3 0 0
T4 0 0

En el cuadro 07, se observa que TO (Testigo), con un porcentaje de 30 % presenta el
mayor porcentaje de vitroplantas enraizadas en comparacién con T1 (0,25 mg.L! de
ANA), con un porcentaje de 0 %; T2 (0,50 mg.L' de ANA), con un porcentaje de
0 %; T3 (0,75 mg.L"' de ANA), con un porcentaje de 0 %y T4 (1,00 mg.L! de ANA),

con un porcentaje de 0 %.
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4.1.2. Numero de raices adventicias de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. a los 60 dias

de aplicacion de ANA

Cuadro 08: Anlisis de varianza del nimero de raices adventicias por vitroplanta a los

60 dias de aplicacion de ANA.

FUENTES DE

VARIACION GL SC M F
TRATAMIENTOS | 4 1.8934 04733 | 923 *
ERROR

R O ORMENTAL| % 48721 00513

TOTAL 99 67655

En el Cuadro 08, se observa que existen diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos. El coeficiente de variabilidad es de 21,19 %, lo que indica que la

estimacion es precisa.

Cuadro 09: Prueba de Comparaciéon de Medias de Tukey, para el numero de raices

adventicias por vitroplanta a los 60 dias de aplicacion de ANA.

Tratamientos Promedio Significancia
TO (Testigo) 1,05 A
T1 0 B
T2 0 B
T3 0 B
T4 0 B

La prueba de Tukey, para el nimero de raices adventicias por vitroplanta de Oreocallis
grandiflora (Lam.) R. Br., muestra que el tratamiento TO (Testigo), con un promedio
de 1,05 raices adventicias, presento diferencias estadisticas significativas con respecto
a los demas tratamientos: T1 (0,25 mg/L ANA); T2 (0,50 mg/L ANA); T3 (0,75 mg/L
ANA) y T4 (1,00 mg/L ANA), los cuales no presentaron diferencias estadisticas

significativas entre ellos.
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Promedio del nimero de raices por vitroplanta
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Figura 10: Promedio del niimero de raices adventicias por vitroplanta con diferentes
dosis de ANA a los 60 dias después de la siembra: TO (Testigo); T1 (0,25 mg/L
ANA); T2 (0,50 mg/L. ANA); T3 (0,75 mg/L ANA) y T4 (1,00 mg/L ANA).

Cuadro 10: Porcentaje de vitroplantas enraizadas a los 60 dias de aplicacion de ANA

T . Total de vitroplantas Vitroplantas
ratamientos . . °
enraizadas enraizadas (%)
T0 7 35
T1 0 0
T2 0 0
T3 0 0
T4 0 0

En el cuadro 10, se observa que TO (Testigo), con un porcentaje de 35 % presenta el
mayor porcentaje de vitroplantas enraizadas en comparacion con T1 (0,25 mg L' de
ANA), con un porcentaje de 0 %; T2 (0,50 mg.L"' de ANA), con un porcentaje de
0 %; T3 (0,75 mg.L"! de ANA), con un porcentaje de 0%y T4 (1,00 mg.L"' de ANA),

con un porcentaje de 0 %.

Los resultados del presente estudio muestran que en el tratamiento TO (testigo) se
observa presencia de raices adventicias, esto se debe a la presencia de auxinas naturales
propia de la especie (auxina endégena) y a la relacion alta de estas frente a las
citoquininas (Taiz y Zeiger, 2006), mientras que por otro lado no hubo respuesta al
enraizamiento por parte de las vitroplantas tratadas con las concentraciones de
0,25 mg.L''; 0,50 mgL"; 0,75 mgL' y 1,00 mg L' de ANA, esto es debido al
desbalance hormonal en la vitroplanta que produjeron las concentraciones de ANA
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inhibiendo el desarrollo de las raices adventicias, lo cual no coincide con lo
mencionado por Suarez et al. (2006), quienes indican que obtuvieron en un tiempo de
4 semanas el 100 % de vitroplantas enraizadas de Tabebuia rosea Bertol DC (Roble)
por cada tratamiento con ANA, con excepcion del control (con 52 % de vitroplantas
enraizadas), resaltando el mejor de ellos el T4 (1,00 mg.L-! de ANA). Cabe resaltar que
estos tratamientos fueron suplementados en medio de cultivo semisélido a 1/2 MS con
agar, tiamina (sustancia vitaminica) en recipientes de vidrio de capacidad de 125 cc

conteniendo aproximadamente 30 mL de medio de cultivo, a 25 °C.
4.1.3. Altura de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. a los 30 dias de aplicacion de ANA

Cuadro 11: Analisis de varianza de altura de vitroplanta a los 30 dias de aplicacion de

ANA.
FUENTES DE
VARIACION GL SC CM F
TRATAMIENTOS| 4 3,5066 08766 | 14,65 *
ERROR
EXPERIMENTAL| °° 5,6850 0,0598
TOTAL 99 9’ 1916

En el Cuadro 11, se observa que existen diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos. El coeficiente de variabilidad es de 8,37 %, lo que indica que la

estimacion es precisa.

Cuadro 12: Prueba de Comparacion de Medias de Tukey, para la altura de vitroplanta

a los 30 dias de aplicacion de ANA.

Tratamientos Promedio (cm) Significancia
T2 3,16 A
T1 3,13 A
TO (Testigo) 2,86 B
T3 2,79 B
T4 2,68 B

La prueba de Tukey, para la altura de vitroplanta de Oreocallis grandiflora (Lam.) R.

Br., indica que no existen diferencias estadisticas significativas entre T2 (0,50 mg.L"!
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de ANA)y T1 (0,25 mg.L"! de ANA), con promedios de 3,16 cm y 3,13 cm; asi mismo,
no existen diferencias estadisticas significativas entre TO (Testigo); T3 (0,75 mg.L! de
ANA)y T4 (1,00 mg.L"! de ANA), con promedios de 2,86 cm; 2,79 cm y 2,68 cm.

Promedio de altura de vitroplanta {e¢m)
4,00

3,50 - 3,13 3,16

3’00 = 2;8‘5‘ B ! ‘ 2‘79 2,‘58

2,50

cm

2,00 -
1,50 -
1,00 4
© 0,50 - | |
0,00 : —t S U T SN S

TC T1 T2 T3 T4
Tratamientos con ANA

Figura 11: Promedio de altura de vitroplanta (cm) con diferentes dosis de ANA a
los 30 dias después de la siembra: TO (Testigo); T1 (0,25 mg/L ANA);
T2 (0,50 mg/L ANA); T3 (0,75 mg/L ANA) y T4 (1,00 mg/L ANA).

4.1.4. Altura de Oreocallis grandifiora (Lam.) R. Br. a los 60 dias de aplicacion de ANA

Cuadro 13: Analisis de varianza de altura de vitroplanta a los 60 dias de aplicacion de

ANA.
FUENTES DE _
VARIACION GL SC CM F
TRATAMIENTOS 4 13,2066 33017 | 44,68 *
ERROR
EXPERIMENTAL| 2> | 70190 0,0739
TOTAL 99 20,2256

En el Cuadro 13, se observa que existen diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos. El coeficiente de variabilidad es de 9,34 %, lo que indica que la

estimacion es precisa.
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Cuadro 14: Prueba de Comparacion de Medias de Tukey, para la altura de vitroplanta
a los 60 dias de aplicacién de ANA.

Tratamientos Promedio (cm) Significancia
TO (Testigo) 3,34 A
T1 3,20 AB
T2 3,03 B
T3 2,64 C
T4 2,36 7 D

La prueba de Tukey, para la altura de vitroplanta de Oreocallis grandiflora (Lam.) R.
Br., indica que no existe diferencias estadisticas significativas entre TO (Testigo) y T1
(0,25 mg.L"" de ANA), con promedios de 3,34 cm y 3,20 cm; asi mismo, no existen
diferencias estadisticas significativas entre T1 (0,25 mg.L"! de ANA) y T2 (0,50 mg.L-
! de ANA), con promedios de 3,20 cm y 3,03 cm. Ademas, se observa que T3 (0,75
mg. L' de ANA) y T4 (1,00 mg.L! de ANA), con promedios 2,64 cm y 2,36 cm son

estadisticamente significativos entre si y los demas tratamientos (T0; T1 y T2).

Promedio de altura de vitroplants (em)
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3s0 { 234 3.20

3,03
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Figura 12: Promedio de altura de vitroplanta (cin) con diferentes dosis de ANA a
los 60 dias después de la siembra: TO (Testigo); T1 (0,25 mg/L ANA);
T2 (0,50 mg/L ANA); T3 (0,75 mg/L. ANA) y T4 (1,00 mg/L ANA).

Los resultados del presente estudio muestran un decaimiento en cuanto a la altura de 1a
vitroplanta a medida que se incrementa la concentracion de ANA, esto es debido a una
accion indirecta por parte de la auxina, ya que esta es responsable de la dominancia
apical, crecimiento y diferenciacion de las células, y en el caso de tallos estimula el
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crecimiento, mas no es un retardador del crecimiento vegetal como el etileno debido a
que este produce cambios en el crecimiento de la planta al reducir la tasa de elongacion
(Santos et al., 2010). El autor ha encontrado que la relacién de concentracion de Acido
Naftalenacético es inversamente proporcional a la altura de vitroplanta de Oreocallis
grandiflora (Lam.) R. Br., esto se debe a que los callos formados en la base de las
vitroplantas, conducen al establecimiento de conexiones vasculares interrumpidas
entre el medio y las vitroplantas (Olmos et al., 2010), el cual es responsable de que el
agua y nutrientes no sean asimilados por la vitroplanta y esta pueda desarrollarse

adecuadamente.

Vitroplanta con callo de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. a los 30 dias de
aplicacion de ANA '

Cuadro 15: Analisis de varianza de vitroplanta con callo a los 30 dias de aplicacién de

ANA.

FUENTES DE _
VARIACION GL SC CM F
TRATAMIENTOS 4 13,6400 34100 | 41,80 *
ERROR

EXPERIMENTAL 95 7,7500 0,0816

TOTAL 99 21,3900

En el Cuadro 15, se observa que existen diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos. El coeficiente de variabilidad es de 41,40 %, lo que indica que la

estimacion es precisa.

Cuadro 16: Prueba de Comparacion de Medias de Tukey, para vitroplanta con callo a

los 30 dias de aplicacion de ANA.

Tratamientos Promedio Significancia
T4 1,00 A
T3 1,00 A
T2 0,80 A B
T1 0,65 B
TO (Testigo) 0,00 C
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La prueba de Tukey, para vitroplanta con callo de Oreocallis grandiflora (Lam.) R.
Br., indica que no existe diferencias estadisticas significativas entre T4 (1,00 mg L de
ANA), con promedio de 1,00 vitroplanta con callo; T3 (0,75 mgL! de ANA), con
promedio de 1,00 vitroplanta con callo y T2 (0,50 mg.L'! de ANA), con promedio de
0,80 vitroplanta con callo; asi mismo no existe diferencias estadisticas significativas
entre T2 (0,50 mg.L"! de ANA), con promedio de 0,80 vitroplanta con callo y T1 (0,25
mg.L! de ANA), con promedio de 0,65 vitroplanta con callo. Por otro lado se observa
que existe diferencias estadisticas significativas entre TO (Testigo), con promedio de

0,00 vitroplanta con callo y el resto de los tratamientos.

Promedio de vitroplanta conecalle
1,20 1
1,00 1,00
1,00 - 3
0,80
0,80 -
. 0,65
£ 0,560 4
=
0,40 -
0120 1
0,00 ]
0,00 T T T T ]
TO T1 T2 3 T4
Tratamientos con ANA

Figura 13: Promedio de vitroplanta con callo a diferentes dosis de ANA a los 30
dias después de la siembra: TO (Testigo); T1 (0,25 mg/L. ANA); T2 (0,50 mg/L
ANA); T3 (0,75 mg/L ANA) y T4 (1,00 mg/L. ANA).

4.1.6. Vitroplanta con callo de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. a los 60 dias de
aplicacion de ANA

Cuadro 17: Analisis de varianza de vitroplanta con callo a los 60 dias de aplicacion de

ANA.
FUENTES DE
VARIACION GL SC CM F
TRATAMIENTOS 4 15,6400 39100 | 391,00 *
ERROR
EXPERIMENTAL | °° 0,9500 0,0100
TOTAL 99 16,5900
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En el Cuadro 17, se observa que existen diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos. El coeficiente de variabilidad es de 12,66 %, lo que indica que la

estimacion es precisa.

Cuadro 18: Prueba de Comparacion de Medias de Tukey, para vitroplanta con callo a
los 60 dias de aplicacion de ANA.

Tratamientos Promedio Significancia
T4 1,00 A
T3 1,00 A
T2 1,00 A
T1 0,95 A
TO (Testigo) 0,00 B

La prueba de Tukey, para vitroplanta con callo de Oreocallis grandiflora (Lam.) R.
Br., indica que no existe diferencias estadisticas significativas entre T4 (1,00 mg.L™!
de ANA); T3 (0,75 mg.L"! de ANA); T2 (0,50 mg. L' de ANA) y T1 (0,25 mg.L"! de
ANA), los que presentan promedios de 1,00; 1,00; 1,00 y 0,95 vitroplanta con callo
respectivamente. Por otro lado se observa que existe diferencias estadisticas
significativas entre TO (Testigo), con promedio de 0,00 vitroplanta con callo y el resto

de los tratamientos.

Promedio de vitroplanta con callo
1,20 -
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Figura 14: Promedio de vitroplanta con callo a diferentes dosis de ANA a los 60
dias después de la siembra: TO (Testigo); T1 (0,25 mg/L. ANA); T2 (0,50 mg/L
ANA); T3 (0,75 mg/L. ANA) y T4 (1,00 mg/L. ANA).
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Al evaluar los tratamientos T1 (0,25 mg.L'! de ANA); T2 (0,50 mg.L! de ANA);
T3 (0,75 mg.L'! de ANA) y T4 (1,00 mg.L-! de ANA), se observo presencia de callo
en la base de las vitroplantas de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br., esto es debido a
la relacion auxinas/citoquininas que se da en la vitrdplanta a niveles intermedios
mencionado por Taiz y Zeiger (2006), los cuales son responsables de 1a regulacion de

la morfogénesis.

Las concentraciones de auxina (en especial 0,25 mg/L; 0,50 mg/L; 0,75 mg/L y
1,00 mg/L de ANA) que se utilizaron durante todo el enraizamiento estuvieron dentro
de las concentraciones de 0,2-3 mg/L del cual hay reporte que a esas concentraciones
algunos patrones de especies lefiosas (vitroplantas para este caso) forman callos,
especialmente con ANA en su lugar es recomendable aplicar tratamientos solo durante
los primeros 4-8 dias, pasandolos después a un medio sin reguladores de crecimiento

para disminuir el riesgo de variacién somaclonal (Marin, 1997, Olmos, 2010).

4.2. TRATAMIENTO HORMONAL CON ACIDO GIBERELICO - AG; EN LA
ETAPA DE ENRAIZAMIENTO DE Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br.

4.2.1. Numero de raices adventicia de Oreocallis grandifiora (Lam.) R. Br. a los 30 dias

de aplicacion de AG3

Cuadro 19: Analisis de varianza del nimero de raices adventicias por vitroplanta a los

30 dias de aplicacion de AG;.

FUENTES DE
VARIACION GL SC CM F
TRATAMIENTOS | 4 0,5903 0,1476 | 2,71 N.S.
ERROR

EXPERIMENTAL| °° 5,1800 0,0545

TOTAL 99 5,7703

En el Cuadro 19, se observa que no existen diferencias estadisticas significativas entre
los tratamientos. El coeficiente de variabilidad es de 20,48 %, lo que indica que la

estimacion es precisa.
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Cuadro 20: Promedio del niimero de raices adventicias por vitroplanta a los 30 dias

de aplicacion de AGs.
Tratamientos Promedio
T4 0,55
T3 0,50
T2 0,45
TO (Testigo) 0,30
T1 0,00
Promedio del niimero de raices por vitroplanta
2,00
1,50 -
-
‘£ 1,00 -
-
0,55
: 0,45 0,50 i
0,50 “ 0'33 P
] 6,00
‘0;00 — T T T T
T0 Ti 12 T3
Tratamientos con AG,

Figura 15: Promedio del namero de raices adventicias por vitroplanta con diferentes
dosis de AGs a los 30 dias después de la siembra: TO (Testigo); T1 (0,25 mg/L AG3);
T2 (0,50 mg/L AGs3); T3 (0,75 mg/L. AG3) y T4 (1,00 mg/L AG3).

Cuadro 21: Porcentaje de vitroplantas enraizadas a los 30 dias de aplicacion de AGs.

T . Total de vitroplantas Vitreplantas
ratamientos . .
enraizadas enraizadas (%)
TO 5 25
T1 0 0
T2 6 30
T3 9 45
T4 8 40

En el cuadro 21, se observa que el mayor porcentaje de vitroplantas enraizadas lo
presenta T3 (0,75 mg.L"' de AG3), con un 45 %; por otro lado el menor porcentaje de

enraizamiento lo presenta T1 (0,25 mg.L" de AG3), con un 0 %.
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4.2.2. Numero de raices adventicia de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. a los 60 dias

de aplicacion de AG3

Cuadro 22: Analisis de varianza del nimero de raices adventicias por vitroplanta a los

60 dias de aplicacion de AGs.

FUENTES DE , ; ,
VARIACION GL SC CM F
TRATAMIENTOS 4 0.9567 0239 | 124 NS,
ERROR

EXPERIMENTAL | > 18,2831 0,1925

TOTAL 99 19,2398

En el Coadro 22, se observa que no existen diferencias estadisticas significativas entre
los tratamientos. El coeficiente de variabilidad es de 33,39 %, lo que indica que la

estimacion es precisa.

Cuadro 23: Promedio del niimero de raices adventicias por vitroplanta a los 60 dias

de aplicacion de AGs.
Tratamientos Promedio
T4 1,20
T3 1,05
TO (Testigo) 1,05
T2 0,95
T1 ' 0,35
Promedio del nimero de raices por vitroplanta
2,00
1,50 A
120
- 1,05
g
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3
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Figura 16: Promedio del nimero de raices adventicias por vitroplanta con diferentes
dosis de AG3 a los 60 dias después de la siembra: TO (Testigo); T1 (0,25 mg/L AGs);
T2 (0,50 mg/L AGs); T3 (0,75 mg/L AGs) y T4 (1,00 mg/L AGs).

48



4.2.3.

Cuadro 24: Porcentaje de vitroplantas enraizadas a los 60 dias de aplicacion de AGs.

Tratamientos Total de vitroplantas Vitroplantas
enraizadas enraizadas (%)
TO 8 40
T1 4 20
T2 7 35
T3 11 55
T4 10 50

En el cuadro 24, se observa que el mayor porcentaje de vitroplantas enraizadas lo
presenta T3 (0,75 mg.L! de AG3), con un 55 %; por otro lado el menor porcentaje de
enraizamiento lo presenta T1 (0,25 mg.L! de AG3), con un 20 %.

Nimero de raices adventicia de Oreocallis grandifiora (Lam.) R. Br. a los 90 dias

de aplicacion de AG3

Cuadro 25: Anélisis de varianza del niimero de raices adventicias por vitroplanta a los
90 dias de aplicacion de AGs.

FUENTES DE

VARIACION GL SC CM F
TRATAMIENTOS | 4 1,2768 03192 | 0,98 N.S.
ERROR

EXPERIMENTAL | °° 30,8420 | 10,3247

TOTAL 99 32,1187

En el Cuadro 25, se observa que no existen diferencias estadisticas significativas entre
los tratamientos. El coeficiente de variabilidad es de 38,96 %, lo que indica que la

estimacion es precisa.

Cuadro 26: Promedio del numero de raices adventicias por vitroplanta a los 90 dias

de aplicacién de AGs.
Tratamientos Promedio
T4 1,75
T3 1,70
T2 1,60
TO (Testigo) 1,55
T1 0,70
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Figura 17: Promedio del nimero de raices adventicias por vitroplanta con diferentes
dosis de AGs; a los 90 dias después de la siembra: TO (Testigo); T1 (0,25 mg/L AG3);
T2 (0,50 mg/L AGs3); T3 (0,75 mg/L AG3)y T4 (1,00 mg/L AGs).

Cuadre 27: Porcentaje de vitroplantas enraizadas a los 90 dias de aplicacion de AGs.

Tratamientos Total de vitroplantas Vitroplantas
enraizadas enraizadas (%)
T0 9 45
T1 7 35
T2 11 55
T3 12 60
T4 10 50

En el cuadro 27, se observa que el mayor porcentaje de vitroplantas enraizadas lo
presenta T3 (0,75 mg.L? de AGs3), con un 60 %; por otro lado el menor porcentaje de

enraizamiento lo presenta T1 (0,25 mg L de AG3), con un 35 %.

Los resultados del presente estudio muestran que a pesar que no se encontraron
diferencias estadisticas significativas para el numero de raices adventicias entre los
tratamientos, hay una respuesta por parte de la vitroplanta de Oreocallis grandiflora
(Lam.) R. Br. a enraizar con las diferentes concentraciones de AG3: T1 (0,25 mg.L" de
AG3); T2 (0,50 mg L de AGs); T3 (0,75 mg L de AGs) y T4 (1,00 mg L de AG3),
con un porcentaje de enraizamiento del 35 %; 55 %,; 60 % y 50 % respectivamente,
esto puede explicar 1o mencionado por Evans (1984) citado por Zolla y Calderon

(1999), quien menciona que la aplicacion de Acido Giberélico produce un incremento
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en los niveles de auxina; ya sea por un aumento en su biosintesis o por un retardo en
su destruccidn, que afectaria también a la longitud de raices adventicias, otro factor que
estarfa involucrado es la concentracién de AGs, debido que a concentraciones bajas de
AGs se promueve la formacién de raices; por otro lado si la concentracién es alta
inhibiria la formacion de raices (Rico, 2013). Se observa también claramente que el
ntimero de raices adventicias, y el porcentaje de vitroplantas enraizadas de T1 (0,25
mg.L! de AGs) es inferior al de TO (Testigo); lo que nos indicaria una posible

reduccion de transporte de auxinas (Zolla y Calderdn, 1999).

Longitud de raiz adventicia de las vitroplantas enraizadas de Oreocallis

grandiflora (Lam.) R. Br. a los 30 dias de aplicacién de AG3

Cuadro 28: Anilisis de varianza de longitud de raiz adventicia por vitroplanta a los 30

~ dias de Aaplicacién de AGs.

FUENTES DE j
VARIACION GL SC CM F
TRATAMIENTOS 3 0,0011 0,0004 | 0,36 N.S.
ERROR

EXPERIMENTAL | % 0,0256 0,0011

TOTAL 27 0,0268

En el Cuadro 28, se observa que no existen diferencias estadisticas significativas entre
los tratamientos. El coeficiente de variabilidad es de 29,52 %, lo que indica que la

estimacion es precisa.

Cuadro 29: Promedio de longitud de raiz adventicia por vitroplanta a los 30 dias de

aplicacion de AGs.

Tratamientos Promedio (cm)
TO 0,12
T4 0,11
T3 0,11
T2 0,10
T1 0,00
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Figura 18: Promedio de longitud de raiz adventicia por vitroplanta (cm) con
diferentes dosis de AGs a los 30 dias después de la siembra: TO (Testigo); T1 (0,25
mg/L AGs); T2 (0,50 mg/L AG3); T3 (0,75 mg/L AG3) y T4 (1,00 mg/L AG3).

4.2.5. Longitud de raiz adventicia de las vitroplantas enraizadas de Oreocallis

grandiflora (Lam.) R. Br. a los 60 dias de aplicacion de AGs

Cuadro 30: Anilisis de varianza de longitud de raiz adventicia a los 60 dias de

aplicacion de AGs.
FUENTES DE :
VARIACION GL SC M F
TRATAMIENTOS 4 2,7787 0,6947 8,95 *
ERROR
EXPERIMENTAL 33 2,7173 0,0776
TOTAL 39 5,4960

En el Cuadro 30, se observa que existen diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos. El coeficiente de variabilidad es de 24,02 %, lo que indica que la

estimacion es precisa.
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Cuadro 31: Prueba de Comparacion de Medias de Tukey, para longitud de raiz

adventicia por vitroplanta a los 60 dias de aplicacion de AGs.

Tratamientos Promedio (cm) Significancia
T4 1,50 A
T3 1,25 AB
TO (Testigo) 1,10 BC
T2 0,90 BC
T1 0,65 C

La prueba de Tukey, para longi.tud de raiz de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br.,
indica que no existe diferencias estadisticas significativas entre T4 (1,00 mg L™ de
AG3)y T3 (0,75 mg.L! de AG3), con promedios de 1,50 cmy 1,25 cm respectivamente,
superando estadisticamente a TO (Testigo); T2 (0,50 mg.L™ de AG3)y T1 (0,25 mg.L"
" de AG3), con promedios de 1,10; 0,90 y 0,65 cm respectivamente, no habiendo

diferencias estadisticas significativas entre estos tltimos tratamientos.

Promedio de longitud de raiz por vitroplanta {em}
3,00
2,50 4
2,00 A
" 1,50
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Figura 19: Promedio de longitud raiz adventicia por vitroplanta (cm) con diferentes
dosis de AG3 alos 60 dias después de la siembra: TO (Testigo); T1 (0,25 mg/L AGs);
T2 (0,50 mg/L AGs); T3 (0,75 mg/L AGs3) y T4 (1,00 mg/L AGs).
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4.2.6. Longitud de raiz adventicia de las vitroplantas enraizadas de Oreocallis

grandiflora (Lam.) R. Br. a los 90 dias de aplicacion de AGs

Cuadro 32: Anélisis de varianza de longitud de raiz adventicia por vitroplanta a los 90

dias de aplicacion de AGs.
FUENTES DE
VARIACION GL SC M ¥
TRATAMIENTOS 4 15,3745 3,8436 16,52 *
ERROR
EXPERIMENTAL 44 10,2365 0,2326
TOTAL 48 25,6110

En el Cuadro 32, se observa que existen diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos. El coeficiente de variabilidad es de 22,28 %, lo que indica que la

estimacion es precisa.

Cuadro 33: Prueba de Comparacién de Medias de Tukey, para longitud de raiz

adventicia por vitroplanta a los 90 dias de aplicacion de AGs.

Tratamientos Promedio (cm) Significancia
T4 2,89 A
T3 2,39 A
TO (Testigo) 2,34 AB
T2 1,77 B
T1 1,13 C

La prueba de Tukey, para longitud de raiz de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br.,
indica que no existe diferencias estadisticas significativas de TO (Testigo), con
promedio de 2,34 cm con respecto a T4 (1,00 mg.L-! de AGs); T3 (0,75 mg.L! de AG3)
y T2 (0,50 mg.L"! de AG3), con promedios de 2,89; 2,39 y 1,77 cm. Por otro lado, se
observa que existe diferencias estadisticas significativas entre T1 (0,25 mg.L-! de AG3),

con el menor promedio de 1,13 cm, y los demas tratamientos.
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Promedio de longitud de raiz por vitroplanta {¢m)
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Figura 20: Promedio de longitud raiz adventicia por vitroplanta (cm) con diferentes
dosis de AG3 alos 90 dias después de la siembra: TO (Testigo); T1 (0,25 mg/L AGs3);
T2 (0,50 mg/L AGs); T3 (0,75 mg/L AGs) y T4 (1,00 mg/L AG3).

Los resultados del presente estudio muestran que a pesar que el tratamiento
T4 (1,00 mg/L. AGs3) muestra la mayor longitud de raiz adventicia frente a los demas
tratamientos, debido a un incremento en los niveles de auxina por la accidn indirecta
de la giberelina, de acuerdo a Evans (1984) citado por Zolla y Calderon (1999), este no
result6 significativo con respecto al TO (Testigo), debido a que las giberehinas tienen
un escaso efecto directo sobre la raiz. Esto se debe a que la accion del acido giberélico
sobre la elongacion radicular es dependiente de otros factores tales como: luz,

contenido de auxinas, el envase a sembrar la vitroplanta, etc. (Taiz y Zeiger, 2006).

Altura de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. a los 30 dias de aplicacion de AG3

Cuadro 34: Analisis de varianza de altura de vitroplanta a los 30 dias de aplicacion de

AGas.

FUENTES DE

VARIACION GL sC CM F
TRATAMIENTOS | 4 10,5230 26308 | 3186 *
ERROR

EXPERIMENTAL| °° 7,8445 0,0826

TOTAL 99 18.3675
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En el Cuadro 34, se observa que existen diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos. El coeficiente de variabilidad es de 8,20 %, lo que indica que la

estimacion es precisa.

Cuadro 35: Prueba de Comparacion de Medias de Tukey, para la altura de Vitroplanta
a los 30 dias de aplicacion de AGs.

Tratamientos Promedio (cm) Significancia
T4 3,85 A
T3 3,67 AB
T1 3,57 B
T2 3,56 B
TO (Testigo) 2,89 C

Con la prueba de Tukey, para la altura de vitroplanta, el lector puede constatar que los
tratamientos, T4 (1,00 mg.L" de AGs), con un promedio de 3,85 cmy T3 (0,75 mg.L
' de AGs3), con un promedio de 3,67 cm, no presentaron diferencias estadisticas
significativas. Por otro lado se observa que no existe diferencia estadistica significativa
entre el T3 (0,75 mg.L! de AG3); T1 (0,25 mg.L! de AG3) y T2 (0,50 mg.L" de AG3),
con promedios de 3,67; 3,57 y 3,56 cm. Ademas, se observa que el TO (Testigo), con

promedio 2,89 cm presentd diferencias estadisticas significativas con los demas

tratamientos.
Promedio de altura de vitroplanta {¢m)
6,00 -
5,00
. 385
4,00 - 3,57 3,56 3,67 °
2,89
E 3,00 -
2,00
1,00 )
] : : :
0,00 T \ T T d
1o T1 T2 T3 T4
Tratamientos con AG,

Figura 21: Promedio de altura de vitroplanta (cm) con diferentes dosis de Acido
Giberélico (AG3) a los 30 dias después de la siembra: TO (Testigo); T1 (0,25 mg/L
AG3); T2 (0,50 mg/L AGs); T3 (0,75 mg/L AGs) y T4 (1,00 mg/L AGs3).
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4.2.8. Altura de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. a los 60 dias aplicacion de AG3

Cuadro 36: Analisis de varianza de altura de vitroplanta a los 60 dias aplicacion de

AQGs.
FUENTES DE
VARIACION GL SC CM F
TRATAMIENTOS | 4 40,0550 | 10,0138 | 60,70 *
ERROR
EXPERIMENTAL| °° 15,6725 | 10,1650
TOTAL 99 55,7275

En el Cuadro 36, se observa que existen diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos. El coeficiente de variabilidad es de 9,02 %, lo que indica que la

estimacion es precisa.

Cuadro 37: Prueba de Comparacién de Medias de Tukey, para la altura de vitroplanta

a los 60 dias de aplicacion de AGs.

Tratamientos Promedio (cm) Significancia
T4 5,11 A
T2 ' 4,90 A
T3 4,84 A
T1 4,34 B
TO (Testigo) 3,35 C

La prueba de Tukey, para la altura de vitroplanta, indica que no existe diferencias
estadisticas significativas entre T4 (1,00 mg.L! de AG3); T2 (0,50 mg.L-! de AG3) y
T3 (0,75 mg.L! de AGs3), con promedios de 5,11; 4,90 y 4,84 cm. Por otro lado, se
observa que existen diferencias estadisticas significativas entre el T1 (0,25 mg.L"! de
AGs3), con promedio de 4,34 cm y TO (Testigo), con promedio de 3,35 cm, y a su vez
existen diferencias estadisticas significativas de estos ultimos con los demas

tratamientos.
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Figura 22: Promedio de altura de vitroplanta (cm) con diferentes dosis de AG; alos
60 dias después de la siembra: TO (Testigo); T1 (0,25 mg/L. AG3); T2 (0,50 mg/L
AGs3); T3 (0,75 mg/L AG3) y T4 (1,00 mg/L AG3).

4.2.9. Altura de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. a los 90 dias aplicaciéon de AG3

Cuadro 38: Analisis de varianza de altura de vitroplanta a los 90 dias aplicacion de

AGs.
FUENTES DE
VARIACION GL 5C ™M F
TRATAMIENTOS | 4 704056 | 17,6014 | 58,90 *
ERROR
ERROR MENTAL | % 283875 | 02988
TOTAL 99 98.7931

En el Cuadro 38, se observa que existen diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos. El coeficiente de variabilidad es de 11,01 %, lo que indica que la

estimacion es precisa.
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Cuadro 39: Prueba de Comparacion de Medias de Tukey, para la altura de Vitroplanta
a los 90 dias de aplicacion de AG3;.

Tratamientos Promedio (cm) Significancia
T4 5,73 A
T2 5,57 A
T3 5,46 A
T1 4,57 B
TO (Testigo) 3,49 C

La prueba de Tukey, para la altura de vitroplanta, indica que no existe diferencias
estadisticas significativas entre T4 (1,00 mg.L! de AGs); T2 (0,50 mgL” de AG3) y
T3 (0,75 mg.L"' de AG3), con promedios de 5,73; 5,57 y 5,46 cm. Por otro lado, se
observa que existen diferencias estadisticas significativas entre el T1 (0,25 mg.L” de
AG:3), con promedio de 4,57 cm y TO (Testigo), con promedio de 3,49 cm, y a su vez
existen diferencias estadisticas significativas de estos ultimos con los demads

tratamientos.

Promedio de altura de vitroplanta {c¢m)

6,00 - 5,57 5,46 573
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Figura 23: Promedio de altura de vitroplanta (¢cm) con diferentes dosis de AGs alos
90 dias después de la siembra: TO (Testigo); T1 (0,25 mg/L AGs); T2 (0,50 mg/L
AG3); T3 (0,75 mg/L AGs) y T4 (1,00 mg/L AG3).

Los resultados del presente estudio muestran en cuanto a la altura de vitroplanta
(Cuadro 35; 37 y 39), diferencias estadisticas significativas entre TO (Testigo) y los

demas tratamientos que contienen AG3, asemejandose con lo mencionado por
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4.3.

4.3.1.

Calderon (1994), el cual no encontré diferencias estadisticas significativas entre las
concentraciones de AG3 ensayadas, pero si de estas con el control (Testigo en este
caso). Esto es debido al efecto del AGs que produce a la vitroplanta, induciendo la
elongacion al actuar sobre el meristemo intercalar, que se encuentra cerca de la base

del entrenudo (Pierik, 1990, Taiz y Zeiger, 2006, Santos et al., 2010).

ACLIMATACION DE Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. EN CONDICIONES
DE INVERNADERO

En esta etapa se realizd una prueba previa para evaluar el mejor sustrato para el
prendimiento de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br., para optimizar la transferencia
del ambiente in vitro a condiciones de invernadero, los resultados mismos que se

muestran en el Cuadro 40.

Prueba previa para el prendimiento de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. por

sustrato en condiciones de invernadero evaluado al mes

Cuadro 40: Prendimiento porcentual de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. por

sustrato evaluado al mes.

A B C D E
Sustratos Musgo+  Musgo + Turba + Arena Turba +
Tierra (1:1) Arena (1:1) Arena (1:1) Tierra (1:1)
Prendimiento
Porcentual (%) 0 0 100 >0 >0

El cuadro 40, muestra que el mejor sustrato para el prendimiento de Oreocallis
grandiflora (Lam.) R. Br., de los cinco sustratos es turba + arena en proporciones 1:1,
con un porcentaje de 100 % de prendimiento, lo cual coincide con Infoagro (2014),
Alvarado (2002), quienes mencionan lo bastante frecuente la mezcla de turba con arena
como sustrato de enraizamiento; ya que la arena (con granulometria de 0,5 y 2 mm de
didmetro) produce una suficiente retencion de agua con una buena aireacién a igual
que la turba que provee buena capacidad de retencion de humedad y una buena
aireacion (si es gruesa). Ademas la turba es un tipo de sustrato bioldgicamente estéril

(Serrada, 2000), esto es favorable ya que reduce los dafios ocasionados por hongos, y
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4.3.2.

con un pH 4cido (Alvarado, 2002), el cual es requerido por Oreocallis grandiflora
(Lam.) R. Br.

Aclimatacion de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. con turba y arena en

proporciones 1:1 en condiciones de invernadero

Una vez establecido el sustrato éptimo (arena + turba en proporciones 1:1) se procedié
con las respectivas evaluaciones mensuales en condiciones de invernadero durante dos

meses, los resultados se muestran en el Cuadro 41.

Cuadro 41: Porcentaje de supervivencia de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. en

condiciones de invernadero.

Dias Porcentaje de supervivencia (%)
Sobrevivieron No sobrevivieron
30 86 14
60 46 54

En la aclimatacion se observo a los dos meses de ser transferidas las vitroplantas de
in vitro a ex vitro (bajo condiciones de invernadero) un descenso alto de supervivencia
por parte de las vitroplantas, esto es debido a la deshidratacion que sufrieron las
vitroplantas muertas, ocasionado por el retraso en el desarrollo de la cuticula, debido a
la alta humedad relativa, 90-100 %, que se da in vitro; las hojas son frecuentemente
finas, blandas y fotosintéticamente poco activas (Pierik, 1990); 1a escasa funcionalidad
del aparato estomatico que presentan las hojas de la mayoria de las especies cultivadas

in vitro (Olmos, 2010); estrés por dafios de raices al momento del trasplante, etc.

Por otro lado al comprobar con otras experiencias realizadas en especies lefiosa como
Eucalyptus grandis; Eucalyptus urophylladon 'y Tabebuia rosea Bertol DC (Roble), se
observo en la etapa de aclimatacion a la octava semana (dos meses) un 75 %; 85 %y
12 % respectivamente de supervivencia mostrando una apariencia normal en términos
morfolégicos (Ruiz, et al. 2005, Suarez, et al. 2006). Lo cual indica que la
supervivencia de las plantas in vitro, regeneradas durante el periodo de aclimatacion
depende fundamentalmente de las peculiaridades fisiologicas, estructurales y

anatomicas que las plantulas presentan producto del desarrollo in vitro.
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V. CONCLUSIONES

Los tratamientos T1 (0,25 mg/L de ANA); T2 (0,50 mg/L de ANA); T3 (0,75 mg/L de
ANA) y T4 (1,00 mg/L de ANA) manifestaron la mayor presencia de callo en la base de
las vitroplantas, los cuales afectaron el desarrollo de la raiz adventicia de Oreocallis

grandiflora (Lam) R. Br.

La longitud de raiz fue mayor con el tratamiento T4 (1,00 mg/L AGs), con un promedio de

2,89 cm de longitud de raiz adventicia en Oreocallis grandiflora (Lam) R. Br.

Asimismo, en altura por vitroplanta se obtuvo el mejor resultado con el tratamiento
T4 (1,00 mg/L AGs3), con un promedio de 5,73 cm de altura; mientras que el tratamiento
T0 (0,00 mg/L. AG3), presenté el promedio mas bajo con 3,49 cm de altura en Oreocallis
grandiﬂord (Lam) R. Br.

La concentracién de 0,75 mg/L de Acido Giberélico (AG3), present6 el mayor porcentaje

de vitroplantas enraizadas con un porcentaje del 60 % de vitroplantas enraizadas.

El mejor sustrato para la aclimatacion de Oreocallis grandiflora (Lam) R. Br. en

condiciones de invernadero fue turba + arena en proporciones 1:1.

Las vitroplantas de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. sembradas en turba + arena (1:1)

en condiciones de invernadero, mostraron a los.2 meses un 46 % de supervivencia.
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V. RECOMENDACIONES

Realizar mas pruebas para el enraizamiento in vitro de Oreocallis grandiflora (Lam) R. Br.

exponiéndolos con las hormonas a diferentes tiempos.

Realizar mas pruebas para el enraizamiento in vitro de Oreocallis grandiflora (Lam) R. Br.

en envases de mayor tamafio (Magentas, frascos de papilla, etc.).

Implementar invernaderos automatizados para trabajar con plantas provenientes de in vitro
para su aclimatacion.
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VII. ANEXOS

Cuadro 42: Datos reales y transformados para el nimero de raices adventicias de Oreocallis

grandiflora (Lam.) R. Br. por vitroplanta a los 30 dias de aplicados los tratamientos de ANA.

Tratamientos

TO T1 T2 T3 T4
1 0(1) 0(1) 0(1) 0(1) 0(1)
2 0(1) 0(1) 0(1) 0(1) 0(1)
3 1(1,41) 0(1) 0(1) 0(1) 0{1)
4 0(1) 0(1) 0(1) 0(1) 0(1)
5 0(1) 0(1) 0(1) 0(1) 0(1)
6

7

8

Repeticion

0(1) 0(1) 0(1) 0(1) 0(1)
1(1,41) | 0(1) 0(1) 0(1) 0(1)
0(1) 0(1) 0(1) 0(1) 0(1)

9 0(1) 0(1) 0(1) 0(1) 0(1)
10 0 (1) 0(1) 0(1) 0(1) 0(1)
11 0(1) 0(1) 0(1) 0(1) 0(1)
12 1(1,41) | 0(1) 0(1) 0(1) 0(1)
13 2(1,73) | 0(1) 0(1) 0 (1) 0(1)
14 0(1) 0(1) 0(1) 0(1) 0(1)
15 0 (1) 0(1) 0 (1) 0 (1) 0(1)
16 0(1) 0(1) 0(1) 0 (1) 0(1)
17 0(1) 0(1) 0(1) 0(1) 0(1)
18 0 (1) 0 (1) 0(1) 0(1) 0(1)
19 1(1,41) | 0(1) 0(1) 0(1) 0(1)
20 2(1,73) | 0(1) 0(1) 0(1) 0(1)

e Los nimeros dentro del paréntesis son los datos transformados.
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Cuadro 43: Prueba de Comparacion de Medias de Tukey.

Tratamientos Nt’lmfel:o de S, ALS(T) | Yi.- )71., | significancia

comparados | repeticiones
ToT1 20y 20 0,0257 | 0,0953 0,16 *
ToT2 20y 20 0,0257 0,0953 0,16 *
ToTs 20y 20 0,0257 | 0,0953 0,16 *
ToTa 20y 20 0,0257 | 0,0953 0,16 *
TiT2 20y 20 0,0257 | 0,0953 0,00 n.s.
T1Ts3 20y 20 0,0257 | 0,0953 0,00 n.s.
TiTa - 20y 20 0,0257 | 0,0953 0,00 n.s.
T.Ts 20y 20 0,0257 0,0953 0,00 n.s.
TaTs 20y 20 0,0257 | 0,0953 0,00 n.s.
T3Ta 20y 20 0,0257 | 0,0953 0,00 n.s.

Cuadro 44: Datos reales y transformados para el nimero de raices adventicias de Oreocallis

grandiflora (Lam.) R. Br. por vitroplanta a los 60 dias de aplicados los tratamientos de ANA.

. oy Tratamientos
Repeticion =, T1 T2 3 T4
1 o) | o | o@ | o) | o@)
2 o)) | oM | o | o | o@
3 32000 o | o | o) | o)
4 o)) | o) | o@ | o) | o)
5 o)) | oM | o | o) | o(
6 2(1,73) | o(1) | o@ | o) | o()
7 4224 ] oM | o | o@m | oq)
8 o) | o@m | o | o@) | o
9 01) | o@m | o | o) | o@)
10 0(1) | o) | o@ | o | o@)
11 0(1) | o@m | o | o | o
12 2,73) | o) | o@ | o@ | oQ)
13 5245 | o) | o@ | o) | o)
14 0(1) | o | o | o) | oQ)
15 0(1) | o) | o@ | o) | oQ)
16 o)) | o | o | o) | o)
17 o)) | o@ | o | o) | o)
18 0(1) 0(1) 0(1) 0(1) 0(1)
19 2(1,73) | o)) | o | o) | o)
20 32000 0o(1) | o | o) | o)

¢ Los nimeros dentro del paréntesis son los datos transformados.
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Cuadro 45: Prueba de Comparacion de Medias de Tukey.

Tratamientos Ndmfer-o de Sq ALS(T) | 7;.- ?j_ | significancia

comparados | repeticiones
ToT1 20y 20 0,0506 | 0,1879 1,34 *
ToT2 20y 20 0,0506 | 0,1879 1,34 *
ToT3 20y 20 0,0506 | 0,1879 1,34 *
ToTa 20y 20 0,0506 | 0,1879 1,34 *
TiT2 20y 20 0,0506 | 0,1879 0,00 n.s.
TiTs3 20y 20 0,0506 | 0,1879 0,00 n.s.
TiTs 20y 20 0,0506 | 0,1879 0,00 n.s.
T.T3 20y 20 0,0506 | 0,1879 0,00 n.s.
ToTs 20y 20 0,0506 0,1879 0,00 n.s.
T3Ta 20y 20 0,0506 | 0,1879 0,00 n.s.

Cuadro 46: Datos tomados de altura de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. por vitroplanta a

los 30 dias de aplicados los tratamientos de ANA.

Repeticion Tratamientos (cm)

TO T1 T2 T3 T4
1 2,8 3,4 3,6 2,7 2,7
2 2,5 3,4 3,4 3,1 2,5
3 2,8 3,5 3,0 2,6 2,7
4 3,0 3,3 2,8 2,7 2,5
5 2,8 3,6 3,1 2,5 2,6
6 29 3,5 3,0 2,8 2,5
7 2,9 2,9 3,3 3,0 23
8 2,7 3,0 3,5 2,9 3,0
9 2,9 2,9 3,2 3,2 2,4
10 2,9 3,0 3,3 2,9 2,8
11 2,7 3,7 2,9 2,8 2,7
12 2,9 3,1 3,0 2,7 2,5
13 2,8 3,2 2,8 2,8 3,1
14 2,9 3,0 3,0 2,8 2,5
15 2,7 2,7 3,3 3,0 3,3
16 2,6 2,5 32 2,7 2,8
17 3,0 2,9 3,4 2,3 2,5
18 3,0 3,2 3,4 2,7 2,6
19 3,2 2,7 2,9 2,6 2,7
20 32 3,0 3,0 3,0 2,9
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Cuadro 47: Prueba de Comparacion de Medias de Tukey.

Zr::::rizzs rI::Z?criz::s Sa ALS(T) 7. Y;. | Significancia
ToTy 20y 20 0,0547 0,2029 0,27 *
ToT 20y 20 0,0547 | 0,2029 0,30 *
ToTs 20y 20 0,0547 | 0,2029 0,07 n.s.
ToTs 20y 20 0,0547 | 0,2029 0,18 n.s.
TiT> 20y 20 0,0547 | 0,2029 0,03 n.s.
TiT3 20y 20 0,0547 | 0,2029 0,34 *
TiTs 20y 20 0,0547 | 0,2029 0,45 *
T.Ts 20y 20 0,0547 | 0,2029 0,37 *
ToT4 20y 20 0,0547 | 0,2029 0,48 *
T3Ta 20y 20 0,0547 0,2029 0,11 n.s.

Cuadro 48: Datos tomados de altura de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. por vitroplanta a

los 60 dias de aplicados los tratamientos de ANA.

Repeticion Tratamientos (cm)

T0 T1 T2 T3 T4
1 3,3 3,7 3,4 2,5 2,4
2 3,3 3,4 3,3 3,0 2,0
3 3,2 3,2 3,0 2,5 © 2,2
4 3,5 3,4 2,5 2,4 2,4
5 3,3 3,7 2,8 2,5 2,0
6 3,4 3,6 3,2 2,8 2,0
7 3,1 2,7 2,9 2,6 2,3
8 3,4 2,8 34 2,9 2,7
9 3,6 3,2 31 3,0 2,3
10 3,3 3,0 3,3 2,7 2,4
11 2,8 3,6 3,4 2,6 2,3
12 3,5 3,0 2,9 2,3 2,2
13 3,2 3,0 2,9 2,4 2,9
14 3,5 2,9 3,1 2,5 2,5
15 3,1 2,6 3,0 2,9 2,7
16 3,0 2,8 3,0 2,7 2,6
17 3,3 3,2 2,7 2,4 2,2
18 3,7 3,9 3,0 2,5 2,3
19 3,7 3,1 2,8 2,5 2,1
20 3,6 3,2 2,8 3,0 2,7
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Cuadro 49: Prueba de Comparacion de Medias de Tukey.

1:::‘:::;?: rl:::::;z::s Sq ALS(T) |¥i.- Yj. | Significancia
ToTa 20y 20 0,0608 | 0,2255 0,14 n.s.
ToT2 20y 20 0,0608 | 0,2255 0,31 *
ToT3 20y 20 0,0608 | 0,2255 0,70 *
ToTs 20y 20 0,0608 | 0,2255 0,98 *
T1T2 20y 20 0,0608 | 0,2255 0,17 n.s.
TiTs 20y 20 0,0608 | 0,2255 0,56 *
TiTy 20y 20 0,0608 | 0,2255 0,84 *
T2T3 20y 20 0,0608 | 0,2255 0,39 *
TaTs 20y 20 0,0608 | 0,2255 0,67 *
T3Ta 20y 20 0,0608 | 0,2255 0,28 *

Cuadro 50: Datos tomados de vitroplanta con callo de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. a

los 30 dias de aplicados los tratamientos de ANA.

Repeticion Tratamientos (cm)

T0 T1 T2 T3 T4
1 0 0 1 1 1
2 0 1 1 1 1
3 0 1 1 1 1
4 0 0 0 1 i
5 0 1 1 1 1
6 0 1 0 1 1
7 0 1 1 1 1
8 0 1 1 1 1
9 0 1 1 1 1
10 0 0 1 1 1
11 0 1 1 1 1
12 0 0 0 1 1
13 0 0 1 1 1
14 0 0 1 1 1
15 0 0 1 1 1
16 0 1 0 1 1
17 0 1 1 1 1
18 0 1 1 1 1
19 0 1 1 1 1
20 0 1 1 1 1
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Cuadro 51: Prueba de Comparacion de Medias de Tukey.

Tc’::g'r‘:';;": r':;gfc:z::s Sa as(r) | Y-l |significancia
ToTs 20y20 | 0,0639 | 0,2370 0,65 *
ToTs 20y20 | 0,0639 | 0,2370 0,80 *
ToTs 20y20 | 0,0639 | 0,2370 1,00 *
ToTa 20y20 | 0,0639 | 0,2370 1,00 *
T 20y20 | 0,0639 | 0,2370 0,15 n.s
TiTs 20y20 | 0,0639 | 0,2370 0,35 *
TiTa 20y20 | 0,0639 | 0,2370 0,35 *
TTs 20y20 | 0,0639 | 0,2370 0,20 n.s.
T.Ta 20y20 | 0,0639 | 0,2370 0,20 n.s.
TaTa 20y20 | 0,0639 | 0,2370 0,00 n.s.

Cuadro 52: Datos tomados de vitroplanta con callo de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. a

los 60 dias de aplicados los tratamientos de ANA.

Repeticion

Tratamientos (cm)
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Cuadro 53: Prueba de Comparacién de Medias de Tukey.

Totemieres [ imeade | s [ msm [ Tl stcncs
ToT1 20y 20 0,0224 | 0,0830 0,95 *
ToT2 20y 20 0,0224 | 0,0830 1,00 *
ToTs 20y 20 0,0224 | 0,0830 1,00 *
ToTs 20y 20 0,0224 | 0,0830 1,00 *
TiT2 20y 20 0,0224 | 0,0830 0,05 n.s.
TiT3 20y 20 0,0224 | 0,0830 0,05 n.s.
TiTs 20y 20 0,0224 | 0,0830 0,05 n.s.
T.T3 20y 20 0,0224 | 0,0830 0,00 n.s.
ToTa 20y 20 0,0224 | 0,0830 0,00 n.s.
TsTa 20y 20 0,0224 | 0,0830 0,00 n.s.

Cuadro 54: Datos reales y transformados para el numero de raices adventicias de Oreocallis

grandiflora (Lam.) R. Br. por vitroplanta a los 30 dias de aplicados los tratamientos de AGs.

. Tratamientos
Repeticion ——5 1 12 13 T4
1 0@ | o) | o@ |1(14)]| o()
2 0@ | o@ | o@ | o | 2(1,73)
3 1(1,41) | 0(1) |1(3,41) | 1(141) | o0(1)
4 1(1,41) | o) | o | o) 0(1)
5 1(1,41) | 0(1) | o) | o) | 1(141)
6 1(1,41) | 0(1) | 0(1) |1(1,81) ] 1(1,41)
7 oM | o) | o) | o | 3(200)
8 0@) | o) |2L73)] o(1) 0(1)
9 o) | o | o@ | o) 0(1)
10 o) | o | o@) | o) 0(1)
11 o) | o@m | o@ | o() 0(1)
12 o) | o | o@ |1(141)] o()
13 oM | o) | o) [ o) 0(1)
14 o) | o) |2@73) 1141 | o)
15 o) | o) |2L73)| o)) | 11,41
16 o | o@ | o@ | o() 0(1)
17 0(1) | 0(1) |1(La1)]1(141)] 1(1,41)
18 2(1,73) | 0(1) | o(1) | 1(1,41)] 1(1,41)
19 0(1) | 0(1) |1(181)|1(140) | 1(1,81)
20 0@ | o@ | o) [21073)] o()

¢ Los niimeros dentro del paréntesis son los datos transformados.
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Cuadro 55: Datos reales y transformados para el numero de raices adventicias de Oreocallis

grandiflora (Lam.) R. Br. por vitroplanta a los 60 dias de aplicados los tratamientos de AGs.

Tratamientos
T0 Tl T2 T3 T4
1 0(1) 0(1) 0(1) 2(1,73) | 1(1,41)
2 0(1) 0(1) 0(1) 1(1,41) | 3(2,00)
3 3 (2,00) 0(1) 2(1,73) | 3(2,00) 0(1)
4 2(1,73) 0(1) 0(1) 0(1) 0(1)
5 2(1,73) 0(1) 0(1) 0(1) 2(1,73)
6
7
8

Repeticion

4(2,24) | 0(1) 0(1) |1(1,41)] 2(1,73)
0(1) |[1(,41)| o@) |2(,73)]5(245)
0(1) 0(1) [3(200] 0() 0(1)

9 0(1) 0(1) 0(1) 0 (1) 0(1)
10 0(1) 0(1) |2(1,73)] o(1) 0(1)
11 1(1,41) | 0(1) 0(1) 0(1) 0(1)
12 | o) 0(1) 0(1) [1(1,41)] o()
13 0(1) 0 (1) 0 (1) 0(1) | 4(2,24)
14 4(2,24) | 3(2,00) | 6(2,65) | 2(1,73) | 0(1)
15 0(1) |2(173)[3(2000{ o0(1) [1(1,41)
16 1(1,41) | o0(1) 0(1) 0(1) 0(1)
17 0(1) 0(1) |2(1,73)]1(1,81) ] 1(1,41)
18 4(224) [ 1(1,41) | o) |2(1,73)] 4(2,24)
19 0(1) 0(1) |[1(1,41)]3(2,00) | 1(1,41)
20 0(1) 0(1) 0(1) |3(2,00)] o(1)

o Los niimeros dentro del paréntesis son los datos transformados.
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Cuadro 56: Datos reales y transformados para el nimero de raices adventicias de Oreocallis

grandiflora (Lam.) R. Br. por vitroplanta a los 90 dias de aplicados los tratamientos de AGs.

Tratamientos

Repeticion |~ T 2 13 T4
1 0(1) | 0@ |1(La1)|3(2,00)]2(1,73)
2 0(1) | o) | 0(@) |1(L,81)]5(245)
3 4(224)| 0(1) |3(200)| 5245 0(1)
4 2(1,73) | 0(1) |1(141)] 0() | o)
5 3(2,00 | 1(1,41) | 0() | 0(1) |32,00)
6 7283) | 0(1) | 0() |1(1,41) | 4(2.24)
7 0(1) 12(,73)| 0(1) |5(245)]6(265)
8 0(1) | 0(1) |6(265 ] 0(1) | 0(1)
9 o) | o) |uLen | o@ | o)
10 0(1) | o) |4@228 | o | o)
11 |273)] o) | 0@ | o) | o)
12 | 1(1,41) | 1(1,41) | 1(1,41) | 1(1,41) | 0(1)
13 0(1) | 0@ | o@) |273)]4(@224)
14 [ 4(2,24) | 4(2,24) | 7(283) | 2(1,73) | o(1)
15 0(1) |4(224) 4228 | 0@ |1(1,41)
16 |2(1,73) | 1(141)| 0(1) | o) | o)
17 01 | o) |273)]20,73) | 4(2,24)
18 | 6(2,65) | 1(1,41) | 0(1) |6(2,65) ] 5(2,45)
19 o) | o |273) 32,00 ]1(1,41)
20 01) | o | o |3(00] o(1)

¢ Los numeros dentro del paréntesis son los datos transformados.
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Cuadro 57: Datos tomados de longitud de raices adventicias de Oreocallis grandiflora (Lam.)

R. Br. por vitroplanta a los 30 dias de aplicados los tratamientos de AGs.

Repeticin Tratamientos (cm)
TO T1 T2 T3 T4
1 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00
2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20
3 0,10 0,00 0,10 0,10 0,00
4 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,10 0,00 0,00 0,00 0,10
6 0,10 0,00 0,00 0,10 0,10
7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10
8 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00
9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00
13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
14 0,00 0,00 0,10 0,10 0,00
15 0,00 0,00 0,10 0,00 0,10
16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
17 0,00 0,00 0,10 0,10 0,10
18 0,20 0,00 0,00 0,10 0,10
19 0,00 0,00 0,10 0,10 0,10
20 0,00 0,00 0,00 0,20 0,00
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Cuadro 58: Datos tomados de longitud de raices adventicias de Oreocallis grandiflora (Lam.)

R. Br. por vitroplanta a los 60 dias de aplicados los tratamientos de AGs.

Repeticién Tratamientos (cm)
TO T1 T2 T3 T4
1 0,00 0,00 0,00 1,40 0,90
2 0,00 0,00 0,00 0,80 1,50
3 1,30 0,00 1,00 1,30 0,00
4 1,20 0,00 0,00 0,00 0,00
5 1,20 0,00 0,00 0,00 1,60
6 1,30 0,00 0,00 1,30 1,80
7 0,00 0,70 0,00 0,70 1,70
8 0,00 0,00 0,80 0,00 0,00
9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10 0,00 0,00 0,60 0,00 0,00
11 0,90 0,00 0,00 0,00 0,00
12 0,00 0,00 0,00 1,60 0,00
13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,70
14 0,80 0,70 0,80 1,40 0,00
15 0,00 0,50 0,90 0,00 1,80
16 0,80 0,00 0,00 0,00 0,00
17 0,00 0,00 1,30 1,30 1,80
18 1,30 0,70 0,00 1,30 1,60
19 0,00 0,00 0,90 1,20 1,60
20 0,00 0,00 0,00 1,40 0,00
Cuadro 59: Prueba de Comparacién de Medias de Tukey.
Tratamientos | Nimero de s, ALS(T) | V.- V). | Significancia
comparados | repeticiones
ToT1 8y4a 0,1206 0,4607 0,45 n.s.
ToT2 8y7 0,1019 0,3893 0,20 n.s.
Tol3 8y1ll 0,0915 0,3495 0,15 n.s.
ToTs 8y 10 0,0934 0,3568 0,40 *
Tl 4y7 0,1235 | 0,4718 0,25 n.s.
TiTs 4y11 0,1150 | 0,4393 0,60 *
T1T4 4y 10 0,1165 0,4450 0,85 *
ToT3 7y11 0,0952 0,3637 0,35 n.s.
T,Ta 7y10 0,0971 | 0,3709 0,60 *
T3Ty 11y 10 0,0861 0,3289 0,25 n.s
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Cuadro 60: Datos tomados de longitud de raices adventicias de Oreocallis grandiflora (Lam.)

R. Br. por vitroplanta a los 90 dias de aplicados los tratamientos de AGs.

Repeticion Tratamientos (cm)
T0 T1 T2 T3 T4
1 0,00 0,00 0,90 2,70 2,10
2 0,00 0,00 0,00 2,10 2,90
3 2,60 0,00 2,30 2,90 0,00
4 2,60 0,00 1,20 0,00 0,00
5 2,50 0,80 0,00 0,00 3,10
6 2,60 0,00 0,00 2,80 3,00
7 0,00 1,50 0,00 1,90 3,00
8 0,00 0,00 2,20 0,00 0,00
9 0,00 0,00 1,20 0,00 0,00
10 0,00 0,00 1,90 0,00 0,00
11 2,50 0,00 0,00 0,00 0,00
12 0,90 0,70 1,20 2,60 0,00
13 0,00 . 0,00 0,00 0,90 2,70
14 2,40 1,40 2,20 2,60 0,00
15 0,00 1,30 2,20 0,00 3,10
16 2,40 0,70 0,00 0,00 0,00
17 0,00 0,00 2,20 2,50 3,20
18 2,60 1,50 0,00 2,50 2,90
19 0,00 0,00 2,00 2,50 2,90
20 0,00 0,00 0,00 2,70 0,00
Cuadro 61: Prueba de Comparacién de Medias de Tukey.
Tratamientos Numfer-o de S4 ALS(T) | ¥i.- 7;. | significancia
comparados | repeticiones
ToTs 9y7 0,1719 | 0,6480 1,22 *
ToT> 9y11 0,1533 | 0,5779 0,57 n.s.
ToT3 9y 12 0,1504 0,5670 0,05 n.s.
ToTa 9y 10 0,1567 0,5908 0,55 n.s.
T1T> 7y11 0,1649 0,6217 0,64 *
TiT3 7y12 0,1622 0,6115 1,26 *
T1Ts 7y10 0,1681 | 0,6337 1,76 *
T.T3 11y12 0,1424 | 0,5367 0,62 *
ToTa 11y 10 0,1490 0,5618 1,12 *
T3Ta 12y 10 0,1460 0,5505 0,50 n.s
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Cuadro 62: Datos tomados de altura de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. por vitroplanta a

los 30 dias de aplicados los tratamientos de AGs.

Repeticién Tratamientos (cm)
T0 T1 T2 T3 T4

1 3,1 4,0 3,6 3,5 3,8

2 3,1 3,7 4,1 3,9 3,5 i

3 2,6 3,8 3,3 3,5 3,5

4 2,7 3,3 3,7 3,9 4,3

5 3,0 3,5 3,8 4,1 3,4

6 2,7 3,0 3,6 3,3 3,7

7 2,8 3,2 3,7 3,7 3,5

8 2,9 3,5 3,4 3,5 4,0

9 2,9 3,1 3,6 4,2 4,0

10 2,7 3,7 3,8 3,6 4,3

11 31 3,6 3,7 3,5 3,9

12 2,9 3,8 3,9 3,8 4,2

13 2,7 3,4 3,6 3,8 4,0

14 2,9 3,9 3,1 3,7 3,8

15 3,2 3,8 3,2 4,1 3,5

16 3,1 3,5 3,6 3,3 4,6

17 2,7 3,9 3,1 3,6 3,8

18 2,7 3,4 3,4 3,6 3,5

19 3,2 3,9 3,0 2,9 3,6

20 2,8 3,4 3,9 3,8 4,0

Cuadro 63: Prueba de Comparacion de Medias de Tukey.
Tratamientos Numfe r.° de Sa ALS(T) |¥i.- ¥ | Significancia
comparados | repeticiones

ToTa 20y 20 0,0643 0,2384 0,68 *
ToT2 20y 20 0,0643 0,2384 0,67 *
ToT3 20y 20 0,0643 0,2384 0,78 *
ToTa 20y 20 0,0643 0,2384 0,96 *
T1T2 20y 20 0,0643 0,2384 0,01 n.s.
T1Ts 20y 20 0,0643 0,2384 0,10 n.s.
T1Ts 20y 20 0,0643 0,2384 0,28 *
T2Ts 20y 20 0,0643 | 0,2384 0,11 n.s.
ToTa 20y 20 0,0643 0,2384 0,29 *
T3Ta 20y 20 0,0643 0,2384 0,18 n.s
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Cuadro 64: Datos tomados de altura de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. por vitroplanta a

los 60 dias de aplicados los tratamientos de AG3.

Repeticion Tratamientos (cm)
T0 Tl T2 T3 T4

1 3,2 4,5 5,3 4,4 4,6

2 3,5 4,6 5,5 5,2 4,9

3 3,0 4,7 4,8 4,6 51 )

4 3,3 4,3 5,2 5,2 5,9

5 3,5 4,4 5,0 53 4,6

6 3,1 3,7 4,6 4,2 | 49

7 3,3 4,0 4,9 5,3 4,4

8 3,0 4,1 4,9 4,5 5,4

9 3,4 3,5 5,1 5,0 5,3

10 3,0 4,2 5,3 4,6 5,7

11 3,6 4,5 5,2 4,5 51

12 3,8 4,9 53 44 55

13 2,9 4,1 4,4 51 53

14 3,5 4,7 4,4 5,1 4,7

15 3,7 4,4 4,3 5,7 4,4

16 3,6 4,5 4,9 4,1 5,9

17 3,2 4,7 4,5 5,3 5,6

18 3,3 4,5 4,7 4,7 4,8

19 3,8 4,6 4,2 4,3 4,5

20 3,2 3,8 5,5 53 5,5

Cuadro 65: Prueba de Comparacién de Medias de Tukey.
Tratamientos Numfer.o de sS4 ALS(T) |7i.- 75| significancia
comparados | repeticiones

ToT1 20y 20 0,0908 0,3370 0,99 *
ToT2 20y 20 0,0908 0,3370 1,55 *
ToTs 20y 20 0,0908 0,3370 1,49 *
ToTs 20y 20 0,0908 0,3370 1,76 *
T.T» 20y 20 0,0908 | 0,3370 0,57 *
T1iTs 20y 20 0,0908 | 0,3370 0,51 *
T1Ta 20y 20 0,0908 0,3370 0,77 *
T.T3 20y 20 0,0908 0,3370 0,06 n.s.
TaT4 20y 20 0,0908 0,3370 0,21 n.s.
T3Ty 20y 20 0,0908 0,3370 0,27 n.s.
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Cuadro 66: Datos tomados de altura de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. por vitroplanta a

los 90 dias de aplicados los tratamientos de AG3.

Repeticion Tratamientos {cm)
T0 T1 T2 T3 T4
1 3,3 4,8 5,9 4,8 5,2
2 3,9 5,0 6,7 6,2 5,4
3 3,5 4,7 5,4 5,2 5,6
4 2,9 4,6 5,6 5,6 6,7
5 4,0 4,7 5,9 6,1 .53
6 3,8 3,5 5,3 4,6 51
7 3,3 4,5 6,0 5,9 4,8
8 3,1 4,4 53 5,2 5,9
9 3,7 3,7 5,9 5,6 6,3
10 3,2 3,3 5,8 5,0 6,5
11 3,8 4,8 5,6 5,5 5,5
12 4,0 4,9 6,2 5,0 6,4
13 2,3 4,6 5,2 6,0 5,4
14 3,4 5,3 4,7 6,0 5,4
15 3,9 4,7 4,5 6,5 51
16 3,8 5,0 5,6 4,7 6,8
17 3,3 5,0 51 5,7 6,1
18 3,3 5,2 5,5 4,8 5,7
19 3,9 4,6 4,8 4,8 5,0
20 3,4 4,1 6,4 6,0 6,3
Cuadro 67: Prueba de Comparacién de Medias de Tukey.
Tratamientos Num‘er.o de S4 ALS(T) | Yi.-Y;. | Significancia
comparados | repeticiones
ToT1 20y 20 0,1222 0,4535 1,08 *
ToT2 20y 20 0,1222 0,4535 2,08 *
ToTs 20y 20 0,1222 0,4535 1,97 *
ToTa 20y 20 0,1222 0,4535 2,24 *
TiT2 20y 20 0,1222 0,4535 1,00 *
TiT3 20y 20 0,1222 | 0,4535 0,89 *
T1Ta 20y 20 0,1222 0,4535 1,16 *
T,T3 20y 20 0,1222 0,4535 0,11 n.s.
ToTs 20y 20 0,1222 | 0,4535 0,16 n.s.
TaTs 20y 20 0,1222 | 0,4535 0,27 n.s.
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ANEXO 2: FOTOGRAFIAS

Figura 25: Flor y fruto de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br.
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EN EL ENRAIZAMIENTO

Efecto de los tratamientos de Acido Naftalenacético (ANA) en el enraizamiento in vitro
de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. “Chacpa” a los 90 dias

Ty-Ch
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Figura 26: Vitroplantas de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. con diferentes dosis de
ANA: TO (0,00 mg.L? ANA); T1 (0,25 mg. L ANA); T2 (0,50 mgL* ANA); T3 (0,75
mg L ANA)y T4 (1,00 mg.L'! ANA).
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Efecto de los tratamientos de Acido Giberélico (AG3) en el enraizamiento in vitro de

Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. “Chacpa” a los 90 dias

Figura 27: Vitroplanta de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. con el tratamiento
TO (0,00 mg.L! de AGs) alos 90 dias.

Figura 28: Vitroplanta de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. con el tratamiento
T1 (0,25 mg.L"! de AG3) a los 90 dias.
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Figura 29: Vitroplanta de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. con el tratamiento
T2 (0,50 mg L' de AG3) alos 90 dias.

Figura 30: Vitroplanta de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. con el tratamiento
T3 (0,75 mg.L! de AG3) a los 90 dias.
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Figura 31: Vitroplanta de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. con ¢l tratamiento
T4 (1,00 mg.L"! de AG3) a los 90 dias.

EN LA ACLIMATACION

- !

Figura 32: Camara donde se dio las condiciones de invernadero para la
aclimatacion de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br.
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Figura 34: Plantas de Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Br. a los 60 dias.
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